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RESUMEN

Se analizé la resistencia a los insecticidas temefos, malation y deltametrina en 4 sub-
poblaciones de Aedes aegypti de Venezuela durante los afios 2008 y 2010 siguiendo
el protocolo de la OMS (1981) y la metodologia de botellas impregnadas Brogdon y
McAllister (1998), asi como los mecanismos de resistencia enzimaticos y mutacion
kdr. Las sub-poblaciones Pampanito (PTO), Tres Esquinas (TE), Lara y Urefia
evaluadas en este estudio mostraron baja resistencia al temefos (FRcs0< 5) en ambos
periodos de investigacion con niveles sobre-expresados de B-esterasas en la sub-
poblacién Lara 2008 y TE para el 2010, asi como MFO para PTO 2008, los cuales no
fueron asociados con la baja resistencia encontrada debido a que no cumplieron los
tres criterios propuestos en este estudio para asociar las enzimas detoxificativas con
la resistencia. Todas las sub-poblaciones mostraron baja resistencia al
organofosforado malation en el 2008 y 2010 con valores de FRciso < 5 y sobre-
expresion de alfa-esterasas cuyo papel en el metabolismo del organofosforado no se
pudo dilucidar en el presente estudio. Con respecto a la deltametrina se observo baja
resistencia al derribo en la sub-poblacion PTO con un FRpkso de 4.9 y moderada
resistencia en las sub-poblaciones TE, Lara y Urefia con valores de FRpkspentre 5y
10 para el 2008. Para el 2010 los valores de DKsy aumentaron significativamente en
todas las sub-poblaciones, pero solo la sub-poblacion Urefia mostro alta resistencia al
derribo, asociando dicha resistencia con la presencia de la mutacion 1le1,016 en el
canal de sodio cuyas frecuencias oscilaron entre 0.01 y 0.37. Resistencia moderada
post-recuperacion a la deltametrina durante el afio 2008 fue observada en la mayoria
de las sub-poblaciones, la cual evoluciono para el 2010 registrandose valores de
FRciso de 9.3 en  PTO y en el resto de las sub-poblaciones valores >10,
correspondiendo a una alta resistencia post-recuperacion al piretroide la cual no se
asocio a los niveles sobre-expresados de GST y MFO. Los resultados obtenidos
evidencian que la resistencia es dindmica en el tiempo y el espacio, por lo que deben
realizarse evaluaciones periddicas que incluyan bioensayos de susceptibilidad y
determinacion de mecanismos asociados a la resistencia a insecticidas para obtener
una informacién completa acerca de la susceptibilidad de la poblacion blanco al
quimico que se desee aplicar, elaborar estrategias para el manejo de la resistencia e
identificar el momento oportuno para rotar los insecticidas con el objetivo de
conservar la susceptibilidad de dicha sub-poblacion.



ABSTRACT

We analyzed the resistance to insecticides temephos, malathion and deltamethrin in 4
sub-populations of Aedes aegypti in Venezuela during 2008 and 2010 following the
WHO protocol (1981) and the methodology Brogdon and McAllister (1998)
impregnated bottles, well as enzymatic resistance mechanisms and kdr mutation.
Sub-populations Pampanito (PTO), Tres Esquinas (TE), Lara and Urefia were
evaluated in this study showed low resistance to temephos (FRciso <5) in both
periods of research with over-expressed levels of B-esterases in the sub-population
Lara and TE for 2008 and 2010 and MFO in PTO 2008, which were not associated
with low resistance encountered because they did not meet the three criteria proposed
in this study to enzymes associated with resistance. All sub-populations showed low
resistance to malathion in 2008 and 2010 with FRciso values <5 and over-expression
of alpha-esterases whose role in the metabolism of organophosphorus could not
figure out in this study. Low knockdown resistance to deltamethrin was observed in
the sub-population PTO (FRpkso 4.9) and moderate resistance in the subpopulations
TE, Lara and Urefia with values FRpkso between 5 and 10 for 2008. The values DKsg
for 2010 were significantly increased in all sub-populations, but only Urefia sub-
population showed high knockdown resistance , associating this resistance with the
presence of the mutation llel, 016 in the sodium channel whose frequencies ranged
0.01 and 0.37. Post-recovery moderate resistance to deltamethrin in 2008 was
observed in most of the sub-populations, which evolved in 2010 recorded 9.3 FR¢|s0
values in PTO and the rest of the sub-populations values> 10, corresponding to a
high resistance to pyrethroid post-recovery which was not associated with over-
expressed levels of GST and MFO. The results show that the resistance is dynamic in
time and space, so it should be periodic evaluations of bioassays including
determining susceptibility and resistance mechanisms associated with insecticide to
get complete information about the susceptibility of the population white to
implement desired chemical, develop strategies for resistance management and
identify the right time to rotate insecticides in order to preserve the susceptibility of
this sub-population.



1. INTRODUCCION

El control del Aedes aegypti (L.) principal vector de dengue clasico y hemorragico
en Venezuela y otros paises del mundo, ha sido la Unica opcién para la prevencion y
disminucion de la transmision de la enfermedad. La reduccion de criaderos y los
programas de saneamiento ambiental con la participacion de la comunidad, son
estrategias que se han venido implementado en los dltimos afios, las cuales por si solas
no son suficientes, por lo que el uso de insecticidas quimicos dentro y alrededor de los
hogares sigue siendo la principal herramienta.

Desde 1970 en Venezuela y otros paises de América Latina, han sido utilizados
los organofosforados temefos y malatidn, aplicados en recipientes de agua domestica y
para el tratamiento residual intradomiciliario o rociado espacial para reducir las
densidades de Ae. aegypti (Georghiou et al., 1987; Grazt, 1991), siendo exitosos de
manera temporal por falta de periodicidad y sustentabilidad, en la mayoria de los casos.

Adicionalmente, el uso masivo y extensivo de insecticidas tanto en salud publica
como en la agricultura, ha ejercido presion de seleccion, generando el desarrollo de
resistencia a diferentes insecticidas en Ae. aegypti y otros culicidos, (WHO, 1986) lo
que constituye el principal problema operacional para los programas de control.

La resistencia a insecticidas puede deberse principalmente al incremento en la
actividad metabdlica y/o alteraciones en el sitio blanco. Tres familias de enzimas estan
mayormente involucradas en la resistencia metabdlica: las carboxylesterasas, las
monoxidasas del citocromo P450 vy las glutation-s-transferasas (GST)  cuya
amplificacion genética es inducida en los organismos por exposicién a los insecticidas
pudiendo generar resistencia a la mayoria ellos (Hemingway and Ranson, 2000). Por
otro lado, mutaciones puntuales en el gen que codifica para el canal del sodio han sido
descritas y asociadas con la resistencia a DDT y piretroides en Ae. aegypti (Brengues et
al, 2003; Saavedra et al., 2007; Yanola et al., 2011), donde el aminoacido resultante
ocasiona una reduccién en la unién al insecticida sin pérdida de la funcién primaria del

sitio blanco.



En Venezuela los estudios de monitoreo de resistencia a insecticidas han revelado
que Ae. aegypti ha desarrollado resistencia a diferentes insecticidas. Niveles sobre-
expresados de esterasas determinados mediante pruebas bioquimicas y uso de
sinergistas han sido reportados en Ae. aegypti de varios estados venezolanos
involucrando este mecanismo enzimatico como responsable de la resistencia al temefos,
clorpirifos y pirimifos metil (Mazarri and Georghiou, 1995; Bisset et al., 2001.
Adicionalmente, Saavedra et al. (2007) reportaron la presencia de la mutacién lle 1016
asociada con la resistencia kdr a piretroides en poblaciones de 9 estados de Venezuela,
poniendo de manifiesto la necesidad de monitorear otras poblaciones del pais donde se
observa re-emergencia del Dengue.

El presente estudio analiza el nivel de resistencia a temefos, malatién y
deltametrina en 4 sub-poblaciones de Ae. aegypti de Venezuela en dos periodos 2008 y

2010 asi como la mecanismos enzimaticos y frecuencia de la mutacion kdr.



2. HIPOTESIS

El uso de insecticidas quimicos por més de 40 afios en Venezuela, ya sea para el
control de enfermedades metaxénicas o bien para el control de plagas agricolas ha
ejercido presion de seleccién en sub-poblaciones de Aedes aegypti induciendo y/o

seleccionando resistencia a través de mecanismos enzimaticos y/o moleculares.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la susceptibilidad y mecanismos de resistencia a temefos, malation y
deltametrina en 4 sub-poblaciones de Aedes aegypti de Venezuela durante los afios 2008
y 2010.

3.2 OBIJETIVOS PARTICULARES

3.2.1 Determinar la Concentracion Letal cincuenta (CLsy) Yy Tiempo Letal
cincuenta (TLso) para temefos durante los afios 2008 y 2010 en las 4 sub-poblaciones de

Ae. aegypti.

3.2.2 Determinar la CLsp Yy TLso para malation en Ae. aegypti cepa susceptible
New Orleans y en las sub-poblaciones de los estados Trujillo, Lara y Tachira durante
los afios 2008 y 2010.

3.2.3 Determinar las CLsy, Dosis Knockdownsy (DKsg), TLso y Tiempo
Knockdownsy (TKsp) para deltametrina durante los afios 2008 y 2010 en las 4 sub-

poblaciones de Ae. aegypti.

3.2.4 Determinar el nivel de resistencia al temefos (FRcLsp) durante 2008 y 2010
en las 4 sub-poblaciones bajo estudio.

3.2.5 Determinar el nivel de resistencia al malation (FRc s0) durante los afios

2008 y 2010 en las 4 sub-poblaciones bajo estudio.



3.2.6 Determinar el nivel de resistencia al derribo (knockdown) FRpkso Y post-
recuperacion FRc 5o en las sub-poblaciones evaluadas a la deltametrina durante el 2008

y 2010 por comparacién con la cepa susceptible New Orleans.

3.2.7 Caracterizar mecanismos enzimaticos de resistencia asociados a temefos,
malation y deltametrina en las 4 sub-poblaciones de Ae. aegypti durante los afios 2008 y
2010 y establecer la magnitud de la resistencia por comparacion con la cepa susceptible

New Orleans.

3.2.8 Determinar la frecuencia de la mutacion 1le1,016 que confiere resistencia a
piretroides en las 4 sub-poblaciones de Ae. aegypti durante los afios 2008 y 2010.



4. ANTECEDENTES

4.1 Aedes aegypti: Aspectos bioldgicos. Importancia como vector y control.

Aedes aegypti  (Linnaeus, 1762) es un mosquito perteneciente al orden Diptera,
familia Culicidae y subfamilia Culicinae, cuyo origen se ubica biogeograficamente en la
Region Etidpica (Africa), donde se encuentran la mayor cantidad de especies del
Subgénero Stegomyia (Theobald, 1901) al cual este culicido pertenece. Alli en la
actualidad este mosquito es una especie silvestre, habitando libre del contacto con el
hombre. Se encuentra entre las latitudes 35°N y 35°S, aproximadamente en la isoterma
de verano de 10°C, estando limitada su distribucion por la altitud; no encontrandose
normalmente por encima de los 1000 m.s.n.m, aunque ha sido reportado en Colombia y
en la India a mas de 2000 m.s.n.m (WHO,1997).

Ae. aegypti es un insecto holometabolo con dos etapas bien diferenciadas en su
ciclo de vida: una fase acuética con tres formas evolutivas diferentes: (huevo, larva y
pupa) y la fase aérea o de adulto o imago. Una vez que la hembra ingiere sangre y
realiza el proceso de ovogénesis los huevos son depositados individualmente en
sustratos humedos preferentemente recipientes artificiales domiciliares y  peri
domiciliares. Los huevos son de color negro, ovoides y con una longitud no mayor a 1
mm. En condiciones dptimas la eclosion ocurre en un par de dias, sin embargo pueden
mantener su viabilidad hasta por un afio dependiendo de la fuente de reservas y las
condiciones ambientales (Gordon, 1988), siendo la etapa de huevo la mas resistente del
biociclo de Ae. aegypti.

La fase larvaria comprenden cuatro grados evolutivos denominados LI, 111y IV
los cuales se desarrollan en ambientes acuéaticos, donde la principal fuente de alimento
consiste en micro biota filtrada por la partes bucales de la larva. Morfoldgicamente las
larvas tiene una cabeza pequefia y redondeada con antenas cortas y poco visibles, el
torax es reducido y més abultado que el abdomen y presentan dos prominentes espinas
laterales y una hilera recta de 7 a 12 escamas del peine, en el octavo segmento
abdominal. Presentan movimientos ondulantes y permanecen en posicién vertical en la

superficie del agua. La duracion de este periodo larvario va a depender factores como:
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temperatura del agua, disponibilidad de alimento y densidad larvaria, variando entre 5 y
14 dias. Una vez alcanzada la ultima fase larval ocurre una segunda metamorfosis para
dar origen a la fase de pupa las cuales son pequefias y presentan en su cefalotérax dos
tubos respiratorios cortos y gruesos. Las pupas no se alimentan y generalmente se
encuentran respirando en la superficie del agua, para lo cual quedan inmoviles. El
tiempo que demoran las pupas en su evolucion hasta la salida del adulto es corto,
depende fundamentalmente de la temperatura del agua, generalmente es de dos a tres
dias. La etapa adulta consiste en un insecto volador pequefio de color negro con
lineas de escamas plateadas en el mesonotum, formando un disefio similar a una lira,
manchas pleurales de escamas blancas plateadas, antenas filiformes con escamas
plateadas en el térax y cerdas pos-espiraculares. Patas oscuras con fémures y tibias
revestidas de escamas claras en las superficies posteriores medianas, articulos tarsales
con nitida anillacion clara en las extremidades basales, mas desarrollada y visible en los
tarsos posteriores. Abdomen con franjas basales y manchas baso laterales a partir del
segundo tergito. En esta fase hay dimorfismo sexual y diferencias en sus habitos
alimenticios; los machos son fitéfagos con una probosis larga adaptada para succionar
jugos de plantas y otras fuentes de azlcar mientras que las hembras son de habitos
hematofagicos, poseen una probosis larga adaptada para succionar sangre a través de la
piel (Fig. 1).

Luego de la ingesta sanguinea las hembras con armonia gonadotréfica o
desarmonia gonadotréfica, entran en un periodo de reposo y las ovariolas comienzan el
proceso de ovogénesis mediado por hormonas, este proceso tiene una duracion

Figura 1. Ciclo de vida de Aedes aegypti
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entre 3 a 4 dias y culmina en la ovoposicion de 50 a 120 huevos aproximadamente.

Ae. aegypti por sus habitos hematofagicos es capaz de ingerir, incubar y transmitir
diferentes patdgenos luego de una alimentacion sanguinea infectada, su implicacién
como transmisor del virus de la fiebre amarilla data desde 1900 de fiebre amarilla y
desde 1903 en la transmision del virus dengue (Philip and Rozenboom, 1973).

Por lo general, la transmision del arbovirus requiere de que un mosquito adquiera
el virus a partir de una ingesta sanguinea, se replique en el intestino medio, atraviese
esta primera barrera para llegar al hemocele donde nuevamente se replica,
posteriormente se disperse a otros 6Organos secundarios incluyendo las glandulas
salivales y por medio de las secreciones salivares se transmita durante la subsiguiente
picadura (Hardy et al., 1983; Woodring et al., 1996). El éxito de este proceso requiere
que el virus supere numerosas barreras morfoldgicas (ej., las membranas basales) y
fisioldgicos (ej., factores de modulacion de virus) y se disemine dentro del mosquito
(Hardy et al., 1983; Hardy, 1988; Woodring et al., 1996; Ader et al., 2004). Ha sido
demostrado que Ae. aegypti de diferentes origenes geograficos presentan variaciones
con respecto a la susceptibilidad a la infeccion oral por el virus dengue y, por lo tanto, en
la habilidad para transmitir la infeccién (Bennett et al., 2002; Lourenco et al., 2002;
Vazeille et al., 1999). Las poblaciones de Ae. aegypti de Venezuela varian en la
susceptibilidad a infectarse con el virus DEN-1, Pernalete et al., 2009 demostraron que
la poblacion de Ae. aegypti procedente del estado Bolivar mostro mayor susceptibilidad
a la infeccion que las procedentes de los estados Trujillo, Falcdn y Aragua.

Actualmente Ae. aegypti es considerado el principal vector del virus dengue a
nivel mundial, debido a su amplia distribucion geografica, su alto grado de
susceptibilidad a infectarse con el virus, asi como estrecha relacion con el hombre. Este
mosquito es netamente antropofilico y su habito de tomar mas de una ingesta sanguinea
durante su ciclo gonadotrofico incrementa su capacidad vectorial (Platt et al., 1997). La
transmision del dengue ocurre en forma particular durante los meses del afio con mayor
precipitacion pluvial y altas temperaturas, lo que propicia condiciones necesarias para el

desarrollo larval en los habitats donde se almacena agua (Gubler and Trent, 1994).



El aumento en la actividad de epidemias por dengue, el desarrollo de hiper-
endemicidad y la emergencia de epidemias por dengue hemorrégico, han sido generados
por diversos factores, entre ellos, cambios demograficos y sociales, reduccién de
recursos para prevencion y control de enfermedades metaxénicas, asi como cambios en
las estrategias de salud publica (Gubler, 1998a).

El control del Ae. aegypti, ha sido la uUnica opcion para la prevencion y
disminucion de la transmision de la enfermedad. La reduccion de criaderos y los
programas de saneamiento ambiental con la participacion de la comunidad, son
estrategias que se han venido implementado en los ultimos afios, las cuales por si solas
no han sido suficientes, por lo que el uso de insecticidas quimicos dentro y alrededor de
los hogares sigue siendo la principal herramienta.

En las décadas de los 50s y 60s, varias campafias para la erradicacion de vectores
fueron implementadas a nivel mundial, entre estas, la erradicacion de Ae. aegypti.
Desafortunadamente, todos estos programas han carecido de sustentabilidad, y una vez
que el mosquito y la enfermedad fueron controlados, los recursos son desviados a otros
programas trayendo como consecuencia que las poblaciones de Ae. aegypti re-infestaron
e invadieran nuevas regiones.

Actualmente las campafias de control de Ae. aegypti consisten en la eliminacion de
criaderos de estadios larvales y en casos de brotes de dengue, la aplicacién espacial del
insecticidas organofosforado malation o piretroides sintéticos en nubes de gotas de
ultrabajo-volumen (ULV). Usualmente, la eliminacién de pequefios utensilios que
tienden a acumular agua en los patios de las casas, asi como el tratamiento de
contenedores de agua de consumo con el larvicida temefos (Abate®) son realizadas
durante las campafias de prevencion. Particularmente, en Venezuela, durante los Gltimos
15 afios, los principales insecticidas utilizados para el control el Ae. aegypti han sido el
larvicida organofosforado temefos (Abate®) en granulos a razén de 1 ppm vy el
adulticida deltametrina para control densidades de adultos en nubes de gotas de ULV.

4.2 Situacién epidemioldgica del dengue en Venezuela

Anualmente un estimado de 100 millones de personas se infecta con Fiebre por



dengue (FD) y, aproximadamente, 500.000 con Fiebre hemorragica por dengue (FHD)
en el mundo entero (Gubler, 1996; Vazeille et al., 1999).

La situacion del dengue en América Latina y el Caribe se ha agravado
considerablemente durante los Gltimos 20 afios (Fig. 2), incrementando abruptamente la
incidencia de la FD y del FHD a partir de 1995, representando un serio problema de
salud publica (OPS, 2007). Esta expansion esta asociada a la circulacion simultanea de
los cuatro serotipos del virus (Gubler, 1997), a la introduccién de nuevas variantes
genéticas de mayor patogenicidad (Rico-Hesse et al., 1997) y al aumento de la
abundancia y extension geografica de Ae. aegypti, vector principal del dengue (Gubler
and Clark, 1995).
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Figura 2. Avance progresivo del dengue en América Latina.

En Venezuela, el dengue es endémico desde hace 60 afios, a partir de la epidemia
registrada durante 1941-1946 (Pinherio and Corber, 1997). Sin embargo, la
reemergencia de la enfermedad y la emergencia de la FHD y el Sindrome de Choque por
Dengue (SCD) se registra a partir de 1989 (OPS, 1990) y, lamentablemente, el nimero
de individuos en riesgo de ser infectados se ha incrementado con el crecimiento urbano
descontrolado, la circulacién simultanea de los cuatro serotipos del virus y la dispersién
del mosquito Ae. aegypti a lo largo de nuestra geografia. En este pais, el sector salud ha
manifestado una seria crisis en los Gltimos afios, debido a limitaciones administrativas y
técnicas, que se han traducido en un incremento marcado en la casuistica. Por otra parte,
el control de Ae. aegypti se hace dificil no sélo por la limitacion de recursos, sino

también por la gran extension y heterogeneidad en las zonas urbanas y por la deficiencia
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en el suministro de servicios publicos como los de recoleccion de desechos solidos,
suministro de agua potable y atencion médica (Barrera et al., 2000). En Venezuela, asi
como en otras regiones del mundo, el acelerado crecimiento de los centros urbanos sin
planificacién, la falta de servicios sanitarios adecuados, el intercambio de individuos
entre &reas geogréficas diferentes que posibilitan el intercambio del virus, la falta de
programas de prevencion y la crisis administrativa constituyen retos para cualquier
iniciativa destinada a controlar el dengue.

Para el afio 2008, Venezuela exhibio una tasa de incidencia de 172 por 100.000
habitantes siendo la més elevada, en la sub-regién de los paises Andinos. Un total de
48.048 casos de dengue fueron reportados en su mayoria procedentes de los estados
Aragua, Zulia, Mérida, Lara y Monagas.

El Boletin Epidemioldgico del Ministerio del Poder Popular para la Salud para
semana epidemioldgica 52 registrd un total de 64.721 casos de dengue para el 2009 en
Venezuela, que representd un 37% de incremento con respecto al 2008 y para la semana
epidemioldgica 43 del 2010 106.724 casos con 7 estados en epidemia (Zulia, Miranda,
Meérida, Tachira Lara, Distrito Capital y Aragua) siendo este el mayor nimero de casos

de dengue reportado en este pais.
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Figura 3. Situacion epidemioldgica del dengue en Venezuela.
En la Figura 3 podemos observar el nimero de casos anuales reportados para

Fiebre por Dengue y Fiebre Hemorragica por dengue en Venezuela durante los afios
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2005-2010 (2005-2009 de la 1 semana epidemioldgica hasta la 52 y 2010 desde la
semana 1 hasta la semana 18).

4.3 Insecticidas

Los primeros insecticidas consistieron en sustancias inorganicas, tales como:
sulfuro (1000 A.C), arsénico (900 D.C), arsenato de plomo, cloruro de mercurio, acido
borico y algunos jabones, que usualmente se usaban en grandes cantidades
principalmente para el control marginal de plagas.

Posteriormente su utilizd6 un segundo grupo de insecticidas denominados
insecticidas botanicos: la nicotina, rotenona y piretrinas los cuales  poseian mayor
complejidad, mayor potencial y mas selectividad, pero su disponibilidad limitada, alto
costo y fotosensibilidad evitd que tuvieran mayor impacto en plagas, siendo las
piretrinas el insecticida botanico més usado en los ultimos dos siglos.

En el siglo XX, para 1930 se descubrieron los insecticidas organicos sintéticos y se
optimizaron los sistemas de sintesis, identificacion, basqueda y metodologia para probar
su actividad bioldgica. En 1939, Muller descubre el primer insecticida sintético, el DDT,
perteneciente al grupo de los clorados y se desencadena un rapido aumento en el nimero
de insecticidas organoclorados descubiertos, los cuales presentaron una serie de
inconvenientes como bioacumulacion y alta persistencia en el medio ambiente.
Posteriormente para 1945 se descubrio otro grupo de insecticidas los organofosforados
los cuales por su poder insecticida, menor bioacumulacion y persistencia en el medio
ambiente reemplazan a los clorados. A la par aparece otro grupo de insecticidas, los
carbamatos, con gran selectividad y una década después se sintetizan los piretroides
(Casida and Quistad, 1998).

Estos cuatro grupos de insecticidas aun constituyen el 90% del mercado en salud
publica junto otros insecticidas como los insecticidas bacterianos Bacillus thuringiensis

israelensis (Bti) y reguladores de crecimiento.

4.3.1 Insecticidas Organofosforados
Los organofosforados son todos aquellos insecticidas quimicamente constituidos

por ésteres de &cido fosforico. Son mas toxicos para los vertebrados que los
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organoclorados y no son persistentes en el ambiente, ya que los enlaces éster son muy
susceptibles a la descomposicion bidtica y abidtica. Estos insecticidas ejercen su accion
toxica a nivel del sistema nervioso inhibiendo la enzima acetilcolinesterasas, dando
como resultado la acumulacion de acetilcolina (ACh), lo cual interfiere con la
transmision neuromuscular provocando una sobreexcitacion de los mdsculos voluntarios
y finalmente la paralisis.

Dentro de este grupo se encuentran los insecticidas usados en salud publica, tales
como: malation, fenitrotion, clorpirifos, fentién, temefos, entre otros (Casida and
Quistad, 1998).

4.3.1.1 Temefos. Generalidades

Temefos comunmente conocido como ABATE® es el insecticida que ha tenido
mayor uso en las Ameéricas, particularmente en salud publica para el control larval de
Ae. aegypti.

El nombre cientifico del temefos es 0,0,0,0’-tetrametil-0,0’-tio-di-p-fenileno,
formula empirica C16H,00¢P,S3 y Peso molecular: 466.48. Se presenta en cristales
blancos o incoloros. Tiene tres presentaciones: liquido al 50%, capsulas de liberacién

lenta al 5% y granos de arena al 1%.
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Figura 4. Estructura quimica del temefos.

Es un insecticida no sistémico que actlia por contacto e ingestion, interfiriendo en
la transmision de los impulsos nerviosos por inhibicion de la colinesterasa. Esta
clasificado como ligeramente peligroso con una dosis letal aguda en conejos de 1.300
mg/kg. Los seres humanos pueden absorber el temefos por inhalacion, ingestion, por la
piel y por los 0jos.

Una caracteristica de este insecticida es la baja solubilidad en agua razon, por la
cual puede ser aplicado sin riesgos de toxicidad en humanos, sin necesidad de
mediciones estrictas del volumen de los recipientes tratados, por lo que es recomendado

para aplicarse en aguas de consumo humano por la Organizacién Mundial de la Salud.
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La dosis de aplicacién generalmente es 1 parte por millon cada seis semanas o0 2 partes
por millon si la re-aplicacion se hace posterior a las seis semanas. La aplicacion del
temefos se efectla en recipientes positivos a larvas como una medida preventiva basica
con periodicidad bimestral y en situaciones de emergencia o brotes, previo a estudios

entomoldgicos evaluados con criterios operativos de control.

4.3.1.2 Malation. Generalidades

El malation fue el organofosforado alifatico mas utilizado luego de su introduccién
en 1950, tanto en la agricultura (vegetales, frutales y forrajeros) y en salud puablica,
controla una amplia gama de insectos masticadores y chupadores en frutales, hortalizas y
ornamentales, asi como insectos de interés médico. En la actualidad, en algunos paises
como Venezuela aun es utilizado para el control de Ae. aegypti. EI nombre cientifico de
este insecticida es dietil (dimetoxitiofosforiltio) succinato o S-1.2-bis (etoxicar-bonil)
etil 0,0-dimetil fosforoditioato, formula empirica C10H1906PS; y Peso molecular 330.36.
Se presenta como liquido incoloro en estado puro o liquido color café oscuro a amarillo,
con olor desagradable parecido al zorrillo. Tiene tres presentaciones concentrado

emulsionable, polvo mojable y solucién concentrada.
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Figura 5. Estructura quimica del malation.

El malatién es un insecticida neurotdxico no sistémico de amplio espectro, actla
por contacto, ingestion e inhalacién y que afecta al sistema nervioso central (inhibe la
enzima acetilcolinesterasa). Esta clasificado como moderadamente peligroso para los
mamiferos con una dosis letal aguda en ratas de 1.260 mg/kg via oral. Los seres
humanos pueden absorber el malation por inhalacion, ingestion o a través de la piel. Las
intoxicaciones agudas se manifiestan en subitos accesos de transpiracion, abundante

secrecion de saliva, diarrea, bronquitis, infarto al miocardio y coma. La muerte

14



sobreviene por paro respiratorio. Dada su alta y aguda toxicidad para el ser humano y
para los organismos acuaticos, es necesario tomar precauciones especiales cuando se
aplica. Se debe prestar especial atencion a los residuos contenidos en las sustancias
alimenticias.

Este insecticida es ligeramente persistente en el ambiente (1 semana), su afinidad
por el suelo varia de muy baja a moderada y puede constituir un riesgo de contaminacion
para las aguas subterrdneas en sitios donde las condiciones no favorezcan su
degradacion. Tanto en agua como en suelo la degradacion ocurre por una combinacién

de procesos bioldgicos y reacciones no bioldgicas mediadas por el agua (hidrolisis).

4.3.2 Insecticidas Piretroides

Son compuestos sintéticos derivados de alcaloide “Piretro” presente en 1as flores de
las plantas  Chrysanthemun cinerariefolium y  Chrysanthemun coccineum. Los
compuestos biolégicamente activos son el resultado de la combinacion de dos &cidos
(pirétrico y crisantémico) y tres alcoholes (piretrolona, jasmolona y cinerolona). En
comparacion con los organofosforados y carbamatos sus propiedades toxicoldgicas y
ambientales son mas favorables. Todos son lipofilicos y casi insolubles en agua. Estas
moléculas han sido objeto de multiples modificaciones quimicas, en busca de mejorar su
accion toxica y estabilidad en el medio ambiente por lo que han sido clasificadas en
cuatro categorias 0 generaciones.

La primera generacion con un solo piretroide, la aletrina, la cual se diferencia de la
cinerina | porque contiene un lado en la cadena mas estable y mas persistente que el
piretro. Es efectivo contra moscas y mosquitos, pero menos efectivo contra cucarachas y
otros insectos.

La segunda generacion incluye: a) tetrametrina, (1965) que poseia mayor fuerza de
derribo que la aletrina y facilmente sinergizada, b) la resmetrina (1967)
aproximadamente 20 veces mas efectiva que el piretro en cuanto al derribo en mosca
casera Yy no sinergizada por ningun sinergista, ¢) la bioresmetrina (1967) 50 veces mas
efectiva contra moscas caseras susceptibles a insecticidas y tampoco sinergizada, d) la
bioaletrina (1969) mas potente que la aletrina y facilmente sinergizada, pero menos
efectiva que la resmetrina y e) la fenotrina (1973). La resmetrina fue el insecticida de
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segunda generaciéon mas utilizado en forma de aerosoles para el control de insectos
voladores y rastreros en interiores de casas.

La tercera generacion incluye fenvalerato y permetrina, los cuales aparecieron en
1972 y 1973, respectivamente, fueron los primeros piretroides agricolas debido a
fotoestabilidad y residualidad sobre las hojas de los cultivos.

La cuarta generacion comenzo6 en 1975 cuando se introdujo atomos de fluor a la
molécula confieréndole una actividad especial, dando origen a una nueva generacion de
piretroides usados en salud publica como ciflutrina y cyalotrina. A partir de estos se
aislaron isomeros activos como la lambdacyalotrina y beta-ciflutrina. La ultima
generacion de piretroides fue introducida a partir del hecho que la union éster no era
indispensable para la accidn insecticida, surgiendo asi el flufenprox, silaflufen vy
etofenprox.

En general, los piretroides interfieren con las funciones del sistema nervioso y
acttan sobre el axon a nivel central y periférico mediante interaccion con los canales de
sodio y/o desplazando al acido kainico de sus uniones especificas en los mamiferos y en
los insectos. A semejanza de las piretrinas, bloquean los impulsos nerviosos en el nivel
de su transmision final.

Los efectos de estos compuestos pueden ser de 4 tipos: 1) sobre-excitacion nerviosa
sin contracciones musculares, 2) afecciébn en los nervios motores que causan
contracciones  musculares, 3) contracciones musculares de larga duracion y 4)
obstruccion total del impulso nervioso.

Los signos tipicos de intoxicacion por los piretroides Tipo | incluyen
hiperexcitabilidad y convulsiones, mientras que los piretroides Tipo Il causan
principalmente ataxia y descoordinacion. En insectos los efectos de los piretroides,
especialmente los del Tipo I, pueden desarrollarse en 1 a 2 minutos después del
tratamiento y pueden resultar en la caida, es decir, en la perdida de la postura normal y

de la locomocion.

4.3.2.1 Deltametrina

La deltametrina es uno de los piretroides sintéticos mas usados en todo el mundo.

Mientras que para los mamiferos, este insecticida es clasificado como seguro, es muy
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toxico para la vida acuatica, particularmente los peces, y por tanto debe ser utilizado con

extrema precaucion alrededor de zonas de agua.

El nombre cientifico de la deltametrina es (S)-a- cyano-3-phenoxy-benzyl (1R,
3R)-3-(2,2 - dichlorovinyl)-2,2- dimethylcyclopropanecarboxylate, férmula empirica
C2H19Br,NO3 y Peso molecular: 505.21. Se presenta como liquido fluido de color
ligeramente amarillo a marrén pajizo. Tiene wuna presentacion: concentrado

emulsionable.

Figura 6. Estructura quimica de la deltametrina.

La deltametrina es un piretroide tipo Il que afecta los canales de sodio (Na*) en la
membrana nerviosa provocando una intensa actividad repetitiva (blogqueo de la
transmision del influjo nervioso) y en consecuencia la muerte. Tiene accion de contacto

e ingestion y también inhibe la alimentacion.

Esta clasificado como moderadamente peligroso con una dosis letal en rata por
encima de 2000 mg/kg via oral o dérmica. En los seres humanos el mayor riesgo se
produce por ingestion y debido a su baja volatilidad, la inhalacion del principio activo es
dificil. En la piel puede provocar irritacion pasajera. EI envenenamiento por deltametrina
puede provocar fuertes dolores abdominales, convulsiones, vomito y pérdida de
conocimiento. La inhalacién por aerosoles provoca vértigo, cefalea y tos.

La deltametrina juega un papel muy importante en el control de la malaria siendo
usada en la fabricacion de mosquiteros con insecticida de larga duracion. Se aplica para
el control de diferentes insectos vectores, entre ellos: Anopheles gambiae y Aedes
aegypti, es el piretroide mas utilizado solo o conjuntamente con otros insecticidas o

como alternativa a alguno de ellos (permetrina, cipermetrina, malation y fentién).

La forma de aplicacion de la deltametrina y otros piretroides utilizados en el

control el dengue, es mediante aerosoles espaciales de gota de ultrabajo volumen (ULV).
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Para que esta aplicacion sea efectiva, las gotas de deltmetrina deben estar en contacto
con los mosquitos en vuelo o en sitio de reposo, desafortunadamente, esta medida ha

demostrado ser inefectiva en muchos casos (Gubler, 1989; WHO, 2002).

En los Gltimos afios se ha generado gran interés en nuevas formas de aplicacion
residual de piretroides, principalmente deltametrina, en cortinas, paredes, mosquiteros y
otras superficies de reposo del mosquito Ae. aegypti ( Karcha et al.,1995; Kroeger et al.,
2006).

4.4 Resistencia a los Insecticidas

La resistencia a insecticidas fue definida por la FAO (1979) como la capacidad
desarrollada por una poblacion de insectos a ser afectada por la aplicacién de
insecticidas. Técnicamente se define como la habilidad complementaria y hereditaria
propia de un individuo o conjunto de ellos, que los capacita fisiologicamente y
etimoldgicamente, para bloguear la accion toxica de un insecticida por medio de
mecanismos metabdlicos y no metabdlicos, y en consecuencia sobrevivir a la exposicion
de dosis que para otros seria letal. Es una caracteristica genética heredable, cuya
frecuencia aumenta en una poblacion como el resultado de la presion de seleccion
ejercida por un insecticida, por lo tanto, una poblacién de vectores desarrolla resistencia
debido a que el insecticida elimina progresivamente la mayoria de individuos
susceptibles mientras permite la sobrevivencia y reproduccién de aquellos que poseen
algin mecanismo que evite su efecto tdxico.

La variacién genotipica y fenotipica que afecta a la resistencia se presenta en
algunos individuos de la poblacion como resultado de una mutacién o duplicacion
genética modificando algin aspecto fisioldgico, morfolégico o de comportamiento en el
fenotipo normal, permitiendo que los individuos con dichas variaciones genéticas tengan
mayor probabilidad de sobrevivir al efecto toxico del insecticida que los individuos
carentes de ellas, por lo tanto la frecuencia del gen aumentara
en las sucesivas generaciones con el paso del tiempo.

Histéricamente a nivel mundial, en los programas de control de diversas
enfermedades metaxénicas tales como: Malaria, Enfermedad de Chagas, Leishmaniasis,

Fiebre Amarilla y Dengue entre otras, han sido incluidos los insecticidas quimicos como
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una herramienta importante y exitosa. Asi tenemos que durante méas de 30 afios fueron
empleados los Organoclorados, obteniéndose resultados impresionantes a nivel mundial,
especialmente con el DDT, pero su uso masivo y propiedades organolépticas trajo como
consecuencia el desarrollo de resistencia en diferentes vectores, ocasionando la rotacion
a otro grupo de quimicos, los organofosforados, y los carbamatos. Actualmente otras
moléculas con actividad insecticida, los piretroides sintéticos, son los mas utilizados
bien aplicados en superficies, en forma de niebla o en material como cortinas o
mosquiteros logrando ademas del control una prevencién de la enfermedad (Mulla,
1994).

La resistencia a insecticidas ha sido objeto de multiples estudios a nivel mundial,
no solo por ser ejemplo de adaptabilidad de los insectos, sino porque es el principal
motivo que favorece la transmision de muchas enfermedades y por ende debido al
fracaso de los programas de control.

Los insectos del orden Diptera, especialmente los de importancia médica (Culex,
Aedes y Anopheles), representan el grupo en donde se ha reportado el mayor nimero de
casos de resistencia, reflejando la enorme presion de seleccion que se ha ejercido con los
insecticidas a nivel mundial, especialmente sobre mosquitos, ademas de que estos
cuentan con las caracteristicas requeridas para el rapido desarrollo de la resistencia
como: ciclos de vida corto y alta fecundidad.

El DDT fue introducido para el control de mosquitos, entre ellos Ae. aegypti, en
1945 y para 1947 se registro el primer caso de resistencia a este organoclorado en Aedes
taeniorhynchus y Ae. sollicitans (Brown, 1986). Para 1972 Ae. aegypti habia sido
erradicado de 19 paises (Gubler,1989), sin embargo, en el mismo afio, la resistencia la
DDT fue reconocida como un problema serio y la campafia terminé antes que la meta
de erradicacion fuera alcanzada (Brown and Pal, 1971).

Los problemas de resistencia han continuado a pesar del uso de nuevos grupos de
insecticidas y alrededor de cien especies de mosquitos han generado resistencia a uno o
mas insecticidas (Hemingway and Ranson, 2000).

En el control de la malaria y dengue se han incluido algunos organoclorados

(hexacloruro de benceno, DDT), organofosforados (metil-paration, temefos, malation y
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clorpirifos), carbamatos (propoxur y carbosulfan) y piretroides (resmetrina, permetrina
fenotrina) (Ayesa et al., 2006).

La resistencia al malation esta presente en las principales especies vectoras del
género Anopheles (Hemingway and Ranson, 2000), Culex (Hemingway and
Karunaratne, 1998) y en Aedes aegypti (Georghiou et al., 1987; Vaughan and ffrench-
Constant, 1998; Rawlins, 1998). Los organofosforados y carbamatos tienen el mismo
modo de accion y una vez que una poblacion de insectos es resistente alguno de los dos
insecticidas, es muy probable que ocurra un fendmeno de resistencia cruzada (Villani
and Hemingway, 1987).

La resistencia a varios grupos de piretoides se ha dispersado en culicidos y
anofelinos (Chandre et al., 1998,1999). La resistencia cruzada entre piretroides y DDT
en Anopheles gambie ha generado una gran preocupacion, ya que los piretroides son el
unico grupo disponible para la implementacién de la estrategia méas eficaz para controlar
la malaria como lo es la impregnacion de pabellones. En Ae. aegypti se ha registrado
resistencia a piretroides, ya sea debido a la resistencia cruzada con DDT (Hemingway et
al., 1989; Brengues et al., 2003), o bien, mediante mecanismos metabolicos relacionados
con la resistencia a organofosforados y carbamatos (Rodriguez et al., 2002; Flores et al,
2003).

4.4.1 Deteccion de Resistencia. Bioensayos

La resistencia a insecticidas puede ser investigada, mediante la utilizacién de
pruebas de susceptibilidad a insecticidas, conocidas como bioensayos, caracterizacion
molecular de los genes y los productos bioquimicos que confieren resistencia; el rol de
estos productos en las reacciones detoxificativas e incluso el estudio de las fuerzas
ecologicas y evolutivas que afectan la dinamica de estos genes en la poblacion.

El bioensayo es considerado como cualquier método por medio del cual, alguna
propiedad de alguna sustancia o material, es medida en términos de la respuesta
bioldgica que produce.

Los bioensayos dosis-respuesta a insecticidas, se basan en exponer grupos de
insectos a un rango de dosis de insecticidas produciendo un rango de mortalidades en la

muestra tratada. Al graficar los datos de las dosis vs las mortalidades se obtiene una
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curva sigmoide, la cual es transformada en una recta, al expresar la dosis en logaritmo y
la mortalidad en unidades probit.

La gréfica dosis-respuesta permite establecer la dosis requerida para matar a un
porcentaje dado de individuos tratados. Generalmente las poblaciones son caracterizadas
por la dosis o concentracion letal que mata el 50% (DLso 0 CLsp) 0 95% (DLgs 0 CLgs)
de los individuos tratados. La pendiente de la linea de respuesta obtenida mediante el
programa Probit (Finney, 1971) es una medida de la variabilidad genética de la
poblacién, una recta con una pendiente alta indicard la presencia de una poblacion
homogénea, es decir, que poseen los mismos genes de resistencia y esta en las mismas
proporciones en los individuos, por el contrario pendientes bajas indicaran
heterogeneidad en la poblacion.

Los niveles de resistencia de distintas poblaciones pueden ser comparados usando
esta metodologia mediante el calculo de la proporcion de la resistencia (RR: resistance
ratio, FR: Fraccion de Resistencia o PR: Proporcion de Resistencia) que corresponde a la
diferencia de la susceptibilidad entre una poblacion de campo y la cepa de referencia
susceptible; la cual se calcula mediante la relacion CLsg de la poblacion de campo/ CLsg
de la cepa susceptible, también puede calcularse con otros valores como: CLgg, CLogs,
DKso TLsp, etc.

Existen varias cepas susceptibles de mosquitos mantenidas en el laboratorio sin
exposicion a insecticidas las cuales son utilizadas como cepas de referencia en los
bioensayos dosis-respuestas, pruebas bioquimicas y moleculares para deteccion de
mecanismos asociados a resistencia a insecticidas. Para Ae. aegypti las cepas
susceptibles mas utilizadas son la Rockefeller y la cepa New Orleans.

Otra finalidad de los bioensayos, se refiere a la deteccion de mecanismos
enzimaticos asociados a la resistencia, a través de la utilizacion de sinergistas, sustancias
que bloguean enzimas que ocasionan resistencia permitiendo que el insecticida actué
libremente, lo cual se ve reflejado en los valores de susceptibilidad en los insectos

resistentes (Lagunes and Villanueva, 1994).

45 Mecanismos de Resistencia a Insecticidas
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La resistencia surge a causa de cambios genéticos que modifican los pasos
toxicocinéticos o toxicodindmicos de la interaccidon insecto-insecticida, (Brown and
Abedi, 1960): a) por disminucion en la penetracion cuticular, b) aumento del
metabolismo de los insecticidas, c) disminucion de la afinidad del sitio de accion d)
aumento en la excrecién o e) cambios en el comportamiento. De estos los difundidos,
mejor estudiados y que suelen producir altos grados de resistencia, son el aumento del

metabolismo y la disminucidn de la afinidad en el sitio blanco.

4.5.1 Resistencia Metabolica

El metabolismo de las sustancias extrafias al organismo se sucede en dos fases: un
metabolismo primario y otro secundario.

El metabolismo primario involucra procesos hidroliticos, oxidativos y otros
procesos enzimaticos para obtener productos finales polares o sea, solubles en agua que
puedan facilmente ser excretados a través de orina y heces, mientras que el metabolismo
secundario involucra la reacciones de los compuestos anteriores con agentes de
conjugacion enddégenos para dar origen a compuestos conjugados solubles en agua
(Saume, 1992).

La resistencia metabdlica es el resultado del incremento en la expresion de genes
codificadores de enzimas que metabolizan a los principales xenobioticos. Tres familias
de enzimas estan mayormente involucradas en la resistencia a los cuatro grupos de
insecticidas, sin embargo su rol exacto aun no ha sido determinado. Las
carboxylesterasas, las monoxidasas del citocromo P450 y las glutation-s-transferasas
(GST) cuya amplificacién genética es inducida en los organismos por exposicion a los
insecticidas pueden generar resistencia a la mayoria ellos (Hemingway and Ranson,
2000). Estas enzimas catalizan un gran rango de reacciones de detoxificacion y
constituyen la primera linea de defensa enzimética contra los xenobidticos, son
responsables de retirar muchos productos de desecho del metabolismo, juegan roles
esenciales en las rutas biosintéticas y estan involucradas en la comunicacion quimica
(Scott, 1995). Particularmente las esterasas estdn asociadas con la resistencia a
organofosforados, carbamatos y en menor proporcion a piretroides; las monoxigenasas

en el metabolismo de piretroides y en la activacion o detoxificacion de organofosforados
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y en menor proporcién de metil-carbamatos; y las glutation-s-tranferasas cuyo principal
rol es el metabolismo del DDT a productos menos toxicos y un rol secundario en la

resistencia a organofosforados.

4.5.1.1 Carboxyl-Esterasas

Las carboxyl-esterasas son enzimas que adicionan una molécula de agua a los
grupos carboxiester, fosforoéster y carboxilamida. Casi todos los piretroides, fosforados
y carbamatos son sustratos potenciales de esta enzimas, pues contienen al menos uno de
estos grupos. Se estima que en casi 90% de los casos de resistencia a insecticidas
organofosforados y carbamatos hay niveles elevados de estas enzimas (Hemingway and
Ranson, 2000) y en menor proporcion a piretroides.

El papel de las esterasas como mecanismo de resistencia puede ser inferido
mediante: 1) deteccion de niveles elevados de productos de la hidrdlisis de insecticidas
en estudios de metabolismo en insectos resistentes, 2) sinergismo de la toxicidad del
insecticida en insectos resistentes mediante el uso de inhibidores de esterasas no toxicos
(TPP: 0,0,0-trifenil fosfato, DEF: S,S,S-tributil fosforotritioato, 1BP:0,0-bis(1-metil)s-
fenilmetil fosforotioato) y 3) deteccion de altos niveles de actividad de esterasas
generales usando substratos simples y ensayos espectrofotométricos de homogenizados
o0 tejidos de insectos (Brogdon, 1989), o bien por electroforesis y tincion de geles
(Hemingway and Karunaratne, 1998).

La sobreproduccion de esterasas es una respuesta evolutiva contra la presion de
seleccion por insecticidas organofosforados y carbamatos, su presencia se ha
documentado en numerosas especies de artrépodos, incluyendo mosquitos, garrapatas,
afidos y cucarachas.

El papel de las esterasas en la detoxificacion de los piretroides ha sido poco
estudiado, existen varios reportes de la actividad intensificada de las esterasas en
poblaciones de mosquitos resistentes, entre estas Anopheles gambie, Anopheles
albimanus y Culex quinquefasciatus y Ae. aegypti (Rodriguez et al., 2001; Flores et al.,
2003), sin embargo, los genes involucrados aun son desconocidos. Algunos estudios han
demostrado que las esterasas tienen baja actividad catalitica sobre algunos piretroides,

sugiriendo que los elevados niveles de esterasas presentes en cepas resistentes a
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piretroides, podria deberse a pre-seleccion con organofosforados (Rodriguez et al.,
2002).

La principal causa de la excesiva sintesis de esterasas en insectos resistentes, se
debe a la amplificacion de genes dentro el genoma, transcripcién sobre-regulada o

expresion genetica alterada.

4.5.1.2 Monooxidasas del Citocromo-P450

El citocromo P450 es una enorme y diversa superfamilia de hemoproteinas que se
encuentran en la mayoria de los organismos: bacterias, archaea y eucariotas. La gran
diversidad de monooxidasas se debe a la existencia de multiples isoformas de P450,
varios patrones de expresion y un amplio espectro de substratos (Scott, 1995).

Las proteinas del citocromo P450 usan un amplio rango de compuestos exdgenos y
enddgenos como sustratos de sus reacciones enzimaticas. Por lo general forman parte de
cadenas de transferencia de electrones con multicomponentes, denominadas sistemas
contenedoras de P450. La reaccion mas comun catalizada por el citocromo P450 es una
reaccion monooxigenasa, es decir, la insercion de un atomo de oxigeno molecular (Oy)
en un sustrato organico (RH) a la vez que el otro atomo de oxigeno es reducido a agua.
Para que se complete la reaccion se requieren electrones, que son provistos por la
coenzima NADPH.

Las monooxidasas P450 tienen un amplio rango de substratos, pero en general,
estas enzimas metabolizan substratos lipofilicos para producir moléculas con mayor
solubilidad en agua, o bien con grupos funcionales que permiten las reacciones de
conjugacion, promoviendo la excrecion (Berge et al., 1998).

Las monooxidasas P450 estan envueltas en el metabolismo de todos los
insecticidas, permitiendo la detoxificacion a través de la hidroxilacion alifatica del DDT,
deshidroxilacion aromatica del carbaryl y propoxur, y la epoxidacion de ciclodienos o la
activacion de organofosforados mediante reacciones de oxidacion.

La elevada actividad de las monooxidasas ha sido asociada con la resistencia a
piretroides en An. stephensi, An. subpictus, An. gambie y Cx. quinquefasciatus (Brogdon
etal., 1999, Vulule et al., 1999).
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Este mecanismo de resistencia metabolica puede identificarse a través de
bioensayos in vivo con insecticidas y PBO (butdxido de piperonilo), el cual es un
inhibidor de monooxidasas del citocromo P450. La reduccion en la magnitud de la
resistencia observada representara un indicio de la presencia de este mecanismo de
resistencia. Estudios bioquimicos in vitro comparando niveles de estas enzimas en cepas
susceptibles y resistentes actualmente son llevados cabo en microplacas para evidenciar
sobreexpresion de monoxidasas p450, los cuales han sido standarizados para diferentes
especies de mosquitos vectores (Brogdon and McAllister, 1998a).

En la mayoria de los casos donde se ha asociado la actividad elevada de las
monooxidasas P450 con la resistencia a insecticidas se ha identificado el rol de los genes
Cyp pertenecientes a la familia Cyp6. En An. gambie y Cx. quinquefasciatus se han
identificado la sobre-expresion de uno o varios genes pertenecientes a esta familia a
asociados con la resistencia a piretorides (Nikou et al., 2003; Gong et al., 2005), asi
como los pertenecientes a la familia CYP4, CYP12 y CYP9 en otras especies de

insectos.

4.5.1.3 Glutation-S-transferasas

La glutation S-transferasas (GST) es una familia de enzimas que catalizan la
conjugacion del glutation endégeno a una variedad de compuestos electrofilicos,
protegiendo las macromoléculas bioldgicas como las proteinas y los acidos nucleicos de
las consecuencias toxicas de una reaccion covalente con el insecticida. Estas enzimas
han sido implicadas en la detoxificaciéon y biotransformacion de muchos xenobidticos.
La conjugacién incrementa la solubilidad del compuesto electrofilico (insecticidas),
facilitando la excrecién de la molécula del organismo.

De los tipos de GSTs (microsomales y citosolicas), solo las enzimas citosolicas
han sido implicadas en el metabolismo de los insecticidas. Este tipo de enzimas han
sido encontradas tanto en plantas como animales, es una proteina dimérica, cada una
compuesta de 2 subunidades las cuales pueden ser homodimeros o heterodimeros.
Pueden ser clasificadas ademas, de acuerdo con su estructura y especificidad de sustrato.
Esta enzima es inducible por algunos compuestos quimicos, tanto en mamiferos como en

insectos.
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La GST de insectos ha sido clasificada como clase theta. Se ha propuesto a esta
clase como precursora de las clases a, | y m, basados en la distribucion aparente de esta
en un rango diverso de organismos que incluyen bacterias, levaduras, plantas e insectos
(Wilce et al., 1995). Varios estudios han correlacionado la resistencia a insecticidas con
niveles incrementados de actividad GST y la produccion de diferentes isoformas (Kuss
et al., 1994, Ranson et al., 2002). Las diferentes actividades cataliticas de GST vy el
numero de enzima individual presente en las cepas de insectos susceptibles y resistentes
han demostrado ser el factor responsable de la resistencia a varios insecticidas.

El principal rol de las GSTs en la resistencia a insecticidas en mosquitos, es el
meabolismo del DDT a productos no toxicos (DDE), aunque también tienen un rol
secundario en la resistencia a organofosforados. La resistencia al DDT basada en GSTs
es muy comun en varias especies de anofelinos, reflejando el fuerte uso de este
insecticida para el control de la malaria durante varias décadas.

En Ae. aegypti al menos dos grupos de GSTs se encuentran en altos niveles en
insectos resistentes al DDT (Lumjuan et al., 2005), mientras que en An. gambiae un gran
numero de GSTs se encuentran elevadas y algunas de ellas pertenecen a la clase delta
(Ranson et al., 1997).

Recientemente se ha secuenciado el genoma de Ae. aegypti revelando la presencia
de 235 genes que codifican para enzimas detoxificativas de la familia de las
monooxidasas del citocromo P450, glutation transferasas y carboxyl/colinesterasa (Stode
et al., 2008). Estos investigadores construyeron una matriz que contiene sondas de
oligonucle6tidos Unicas para estos genes y compararon el nivel de expresion cepas
resistentes y susceptibles a insecticidas. Varios genes candidatos se identificaron

perteneciendo la mayoria a dos familias de genes, la CYP9 P450s y las GSTs épsilon.

4.5.2 Resistencia por insensibilidad en el sitio blanco

Los sitios de accion de los insecticidas son el blanco especifico donde interactuan
siendo el sistema nervioso uno de los puntos mas susceptibles de los animales,
principalmente porque sufre con facilidad dafios irreversibles.

Mutaciones puntuales no silentes en los genes es la causa mas comun de la

resistencia en el sitio blanco. Para se produzca la seleccion de las mutaciones, el
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aminoacido resultante debe reducir la unién del insecticida al sitio de accién sin causar

pérdida de la funcion primaria.

4.5.2.1 Acetilcolinesterasa Insensible

El sitio de accion de los organofosforados y carbamatos es la enzima
acetilcolinesterasa, inhibiendo su actividad. La AchE esta ubicada en la membrana post-
sinaptica del nervio Yy tiene como funcion hidrolizar al neurotransmisor acetilcolina. La
AchE de los insectos tiene una especificidad de sustrato intermedio entre la AchE de los
vertebrados y la butiril-colinesterasa.

La forma molecular predominante en insectos es un dimero globular anfifilico que
se une a la membrana mediante una ancla glipofilica. Alteraciones en la AchE en
insectos resistentes a organofosforados y carbamatos resulta en una reduccién o
inhibicion en la sensibilidad de la enzima por estos insecticidas.

La intensidad de esta enzima ha demostrado ser un importante mecanismo de
resistencia en especies plagas y se han identificado al menos 5 sitios mutados en el sitio
de accion de la AchE.

En Cx. pipiens se han identificado al menos dos genes Ace con esa actividad.
Hasta la fecha la Unica aceticolinesterasa clonada en Cx. pipiens es la Ace2, la cual no
estad involucrada en la resistencia a insecticidas y esta ligada al sexo, por el contrario, el
gen Acel es autondmico y confiere resistencia a insecticidas (Malcolm et al., 1998).

El andlisis detallado de los perfiles de inhibicién de la AchE de Ae. aegypti sugiere
que existe un solo locus AchE en este especie, por lo tanto la resistencia basada en
alteraciones de la acetil-colinesterasa podria estar ligada al sexo.

Cinco mutaciones puntuales asociadas con la resistencia a organofosforados y
carbamatos han sido identificadas en el gen de la acetilcolinesterasa en Drosophila
melanogaster (Mutero et al., 1994) y estudios dirigidos por mutagénesis del AchE
ligado al sexo de Ae. aegypti han demostrado que estas mutaciones tambien confieren

resistencia en mosquitos (Vaughan et al., 1997).

4.5.2.2 Receptores GABA

27



El receptor GABA en los insectos es un canal de iones de cloro heteromultimérico,
con funcidn de inhibir la neurotransmision en el sistema nervioso central 1os insectos y
en uniones neuromusculares.

Los receptores GABA pertenecen a una superfamilia de receptores de
neurotransmisores que incluyen a los receptores nicotinicos de la acetilcolina. Estos
receptores estdn formados por oligomerizacion de cinco subunidades alrededor del canal
central de iones de sodio. Cinco subunidades distintas han sido clonadas a partir de
vertebrados. En la actualidad solo tres subunidades han sido clonadas en D.
melanogaster, pero estas no entran en la clasificacion de subunidades GABA de los
vertebrados (ffrench-Constant et al., 1993).

El receptor GABA de los insectos esta implicado como un sitio de accion para los
piretroides, ivermectinas y ciclodienos. Algunos estudios demuestran que los insectos
resistentes a ciclodienos son resistentes a los insecticidas picrotoxina y fenilpirazole y
que el efecto de la ivermectina en neuronas cultivadas puede revertirse con el
pretratamiento con picrotoxina, sugiriendo que estos insecticidas interactdan con el
inoforo de cloro asociado con el recepetor GABA de insectos.

La resistencia a Dieldrin fue reportada en 1950, pero la participacion de los
receptores GABA en este tipo de resistencia fue elucidada hasta 1990.

Se ha encontrado que una substitucién de alanina a serina en el dominio que
envuelve al canal del receptor GABA, confiere resistencia a ciclodienos tales como
dieldrin. La mutacién fue identificada por primera vez en D. melanogaster, y desde
entonces sea encontrado en un amplio rango de insectos resistentes al dieldrin,
incluyendo Ae. aegypti (ffrench-Constant et al., 1994). La unica variacién en insectos
resistentes es que el residuo substituido cambia a glicina en vez de serina. A pesar de
que los ciclodienos fueron suspendidos en la agricultura y en salud publica, los alelos
resistentes pueden ser encontrados en relativamente altas frecuencias de poblaciones de

insectos en campo.

4.5.2.3 Canal de Sodio dependiente de Voltaje
El canal de sodio dependiente de voltaje es el sitio de accion del DDT vy los

piretroides. En los insectos es una proteina transmembanal que contiene alrededor de
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2108 aminoacidos plegados en cuatro dominios homdlogos e hidrofobicos (dominio I, 11,
I11, 1V), separados por uniones hidrofilicas. Cada dominio se compone de seis segmentos
transmembranales (S1-S6) (Fig. 7).

Extracelular

NH.,

Figura 7 Estructura del canal de sodio dependiente de voltaje

El sitio de accion del DDT y de los piretroides son los canales de sodio
dependientes de voltaje a nivel axonico, ocasionando que estos se mantengan
anormalmente abiertos, generando picos de actividad repetitiva en ausencia de estimulos
y un retardo en el regreso al estado de reposo. Dichos picos consisten en
despolarizaciones sucesivas durante tiempos prolongados, y es la causa del fenotipo
resistente conocido como “Kdr” presentes en varias especies de insectos.

Diversas especies de insectos resistentes al DDT vy piretroides presentan
alteraciones en el gen del canal de sodio. La asociacion entre la resistencia kdr con
modificaciones en el canal de sodio fue confirmada mediante estudios de union de
neurotoxinas (Bloomquist and Miller, 1986) y mediante estudio de mapeo genético. La
mayoria de la investigaciones sobre éste mecanismo de resistencia han sido realizadas en
el sistema Musca domestica desde 1950, y en los ultimos afios se identificd una sola
mutacion en el dominio Il segmento transmembranal 6 (DIIS6), asociada con la
resistencia tipo kdr la cual fue mapeada en el cromosoma 3 y fue documentada la
sensibilidad reducida del sistema nervioso en los insectos con kdr para piretroides.

La caracteristica kdr confiere resistencia para ambos efectos, paralisis rapida y
accion letal de todos los piretroides conocidos, piretrinas y DDT, sin disminuir la

eficacia de otras clases de insecticidas.
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La mutacién consistiéo en un cambio de nucleétidos de adenina por timina en el
residuo LeucinalO14, que ocasiona un cambio de aminodcidos de leucina (Leu) a
fenilalanina (Phe). Posteriormente, la misma mutacién fue identificada en varias
especies de mosquitos, tales como An. gambiae, An. stephensi, An. sacharovi y Culex
pipiens (Martinez-Torres et al., 1998,1999, Enayati et al., 2003, Luleyap et al., 2002)

Una segunda caracteristica, designada resistencia super-kdr, confiere mucha mas
resistencia hacia DDT y algunos piretroides (especialmente a deltamterina). Estas
caracteristicas fueron observada mediante mapeo del cromosoma 3 (Williamson et al.,
1993).

Otras mutaciones en el segmento DIIS6 han sido identificadas. Una nueva
mutacion que consiste en un cambio de Timina por Adenina en el residuo Leul014 de
An. gambiae y Cx pipiens (Ranson et al., 2000b, Luleyap et al., 2002) confiere una
sustitucion a Serina confiriendo més resistencia al DDT que a piretroides.

Adicionalmente en algunos insectos dipteros con el fenotipo “super kdr”, ademas
de contener la mutacion Leul014Phe, presentaron una segunda mutacion Met918Thr
que ocurre en el puente de union de los segmentos transmembranales 4 y 5, el dominio 1l
(Williamson et al., 1996, Guerrero et al., 1997), la cual intensifica el fenotipo kdr en
cepas se moscas resistentes.

La mutacion Leucina a Fenilalanina en anofelinos puede detectarse mediante
pruebas diagndstico-moleculares basadas en PCR, discriminando entre individuos
homocigotos susceptibles, homocigotos resistentes y heterocigotos (Martinez-Torres et
al.,1998, Lynd et al.,2005). Debido a que la resistencia kdr es semi-recesiva 0
completamente recesiva, la capacidad de identificar organismos heterocigotos es de
suma importancia para la deteccién temprana y manejo de la resistencia en campo.
Actualmente existe una tendencia a investigar la resistencia a piretroides mediante PCR
en regiones donde otras mutaciones kdr han sido encontradas, sin embargo, cambios en

otras regiones podrian estar asociadas a la resistencia.

4.5.2.4 Resistencia “kdr” en Ae. aegypti
La resistencia kdr (Knockdown resistance) o resistencia al derribo, es un término

geneérico que se refiere a uno de los dos principales tipos de resistencia a piretroides y
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DDT, la cual se evidencia porque los insectos no pierden la coordinacion
inmediatamente después de una exposicion a piretroides.

En 1975, en Tailandia, fue reportada por primera vez la resistencia tipo kdr en Ae.
aegypti, posterior a la falla en una camparia de control utilizando bioresmetrina. Los
estudios genéticos de una cepa seleccionada de esta poblacion, demostré la presencia de
un solo factor de resistencia a piretroides (Rpy) presente en el cromosoma 11, el cual fue
incompletamente dominante en herencia (Soderlund and Bloomquist, 1990).

Este tipo de resistencia a piretroides ha sido reportado en diversas poblaciones de
Ae. aegypti. Siete mutaciones han sido identificadas en el dominio Il, segmento
transmembranal S6 del canal de sodio en cepas de Ae. aegypti resistentes a permetrina
(Brengues et al., 2003). Una de las mutaciones ocurre en la primera posicion del codon
Isoleucina en el residuo 1,011(Is01,011), donde un cambio de Adenina a Guanina
(A—>G) ocasiona la substitucion del aminoéacido de Isoleucina por Metionina (Met), esta
mutacién fue encontrada en cepas resistentes a piretroides de Sud-América.
Posteriormente, fue descrita una segunda mutacién asociado a la resistencia kdr en Ae.
aegypti resistentes a DDT vy piretroides procedentes de Tailandia. Esta mutacidn ocurre
en el codon 1,016 (Vall,016), donde una substitucion de nuclettidos de Timina a
Guanina (T=>G) en la segunda posicion del coddn, ocasionaba un cambio de aminoacido
de Valina (silvestre) a Glicina. (Brengues et al., 2003; Prapanthadara et al.,2002). Mas
recientemente Saavedra et al., 2008 en 30 cepas de Ae. aegypti de América Latina,
encuentran dos nuevas mutaciones en los codones 1,011 y 1,016. Una transicion A>G
en la primera posicion del codon 1011 codifica una cambio a Valina (Val1,011) y una
transicion G>A en la primera posicion del codon 1016 codifica una sustitucion a
Isoleucina (1s01,016).

Para 2010, en Ae. aegypti de Tailandia resistentes a permetrina fue reportada una
nueva mutacion en el codon 1552 en el dominio 11IS6 en que ocasiona un cambio de
Fenilalanina a Cisteina (Cys1,552) (Yanola et al., 2011).

4.6 Estudios de susceptibilidad de Ae. aegypti en Venezuela
En Venezuela los estudios de monitoreo de resistencia a insecticidas han revelado

que esta especie ha desarrollado resistencia a diferentes lineas de insecticidas. Desde
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1958 la resistencia al DDT fue reportada (Quaterman and Schoof, 1958),
posteriormente Mouchet (1967) refiere resistencia al dieldrin/BHC y Georghiou et al.
(1987) a organofosforados y carbamatos. Mazzarri y Georghiou (1995), y Pérez et al.,
(2002) detectaron poblaciones de Aedes aegypti de los estados Aragua y Falcén
resistentes a organofosforados, carbamatos, y piretroides aun cuando estos ultimos han
sido recientemente introducidos en los programas de control. En el 2008 Alvarez et al.,
encontraron en 7 de 9 poblaciones procedentes del estado Trujillo porcentajes de
mortalidad entre 89 y 97% a la deltametrina, lo cual sugiere segin la OMS resistencia al
quimico.

Con respecto a los mecanismos de resistencia, Mazarri y Georghiou (1995)
determinaron aumento de esterasas en Aedes aegypti de Aragua y Miranda resistente al
temefos, posteriormente Bisset et al., (2001) encuentran resistencia al temefos en Aedes
aegypti procedentes de Apure, resistencia en las cepas Tachira, Miranda y Aragua al
clorpirifos y en todas las cepas resistencia al pirimifos metil, demostrando por medio de
estudios con sinergistas y pruebas bioguimicas que la resistencia detectada al temefos y
clorpirifos estuvo mediada por la alta actividad de esterasas.

Adicionalmente, Saavedra et al., (2007) reportaron la presencia de la mutacion
11e1016 asociada con la resistencia kdr a piretroides en poblaciones de 9 estados de
Venezuela, poniendo de manifiesto la necesidad de monitorear otras poblaciones del

pais donde se observa re-emergencia del Dengue.
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5. MATERIALY METODO

5.1 Area de Estudio

Venezuela geopoliticamente esta estructurada en 23 estados, el Distrito Capital y
74 islas en el mar Caribe que constituyen las Dependencias Federales, distribuidos en
nueve regiones:
Regidn Capital: Distrito Capital y estados Vargas y Miranda.
Regidén Central: estados Aragua, Carabobo y Cojedes.
Region Insular: estado Nueva Esparta y Dependencias Federales.
Region Nororiental: estados Anzoategui, Monagas y Sucre.
Regidn Guayana: estados Bolivar, Amazonas y Delta Amacuro.
Regién Centro Occidental: estados Falcdn, Lara, Portuguesa y Yaracuy.
Region Zuliana: estado Zulia.
Region de los Andes: estados Barinas, Mérida, Tachira, Trujillo y municipio de Péez
del estado Apure.
Regidn de Los Llanos: estados Guarico y Apure.

Los estados estan conformados por municipios autdnomos que constituyen la
unidad primigenia de la administracién politica territorial.

El presente estudio comprende sub-poblaciones de Ae. aegypti procedentes de las
localidades Pampanito y Tres Esquinas en el estado Trujillo, Lara en estado Lara y

Urefa en el estado Téchira, al occidente de Venezuela (Fig. 8).

Pampanito: Se encuentra ubicado en el municipio Pampanito en el Estado Trujillo, en
las coordenadas a 924°42” lat., 7029°39” long. El municipio Pampanito se ubica en el
centro del estado Trujillo, cerca de ciudades y poblaciones importantes como: Trujillo,
Valera y Pampan a una altura entre 614 m.s.n.m. Su clima es del tipo tropical de
montafia y tropical de altura con una temperatura variable que oscila entre 20°C y 30°C
y una precipitacion pluvial anual de 1200 mm. La principal actividad economica es la

agricultura.
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Figura 8 Occidente de Venezuela. Area de estudio.
Tres Esquinas: Se localiza en las coordenadas 9725°48”lat., 7026’51 long. en el
municipio Trujillo del estado Trujillo a 430 m.s.n.m. Su clima es del tipo tropical de
montafia y tropical de altura con una temperatura entre 17°C y 24°C y una precipitacion
anual de 936 mm. La principal actividad econdmica es la agricultura (caficultura) y la

ganaderia (cria de ganado vacuno y porcino).

Lara: Se encuentra ubicada a 10°03°51”1at., 69°29°20” long. en la regién centro-
occidental de Venezuela en el estado Lara cuya capital es Barquisimeto. El clima es de
tipo Tropical seco, con temperatura media entre 18°C y 28°C. Se encuentra a una altura
de 614 m.s.n.m. y registra una precipitacion pluvial anual de 650 mm. En esta ciudad
destacan las actividades netamente urbanas vinculadas a la industria, el comercio y los

Servicios.

Urefa: Esta localidad se encuentra ubicada a 7°54°57”1at., 6424°20” long. en el estado
Tachira region de los andes a 802 m.s.n.m. El clima es tropical de montafia y tropical de
altura con una temperatura promedio de 26.6°C. La principal actividad econémica es la
agricultura y floricultura.

5.2 Material biolégico
Recolecta y establecimiento de las colonias
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El muestreo se realizé dirigido para la recolecta de fases larvarias del mosquito en
criaderos temporales donde se conoce el vector se reproduce (agua limpia almacenada o
estancada) durante los afios 2008 y 2010. EI material colectado fue transportado en
bolsas whirl-pak dentro de termos al Insectario “Pablo Anduze” del Ins. Experimental
“J. W. Torrealba” de la Universidad de los Andes, Venezuela para el establecimiento de
las colonias (Fig. 9).

Figura 9. Recolecta de estadios inmaduros de Ae. aegypti.

Las larvas fueron distribuidas en charolas de pléastico 35x35 cm identificadas con
el nombre de cada localidad conteniendo agua declorada. Periédicamente las larvas
fueron alimentadas con alimento balanceado para peces finamente molido y una vez que
alcanzaron al estadio de pupa se transfirieron a envases plasticos con agua colocandolas
dentro jaulas de cria de 30 x 30 cm para la emergencia de los adultos. Los mosquitos
machos se alimentaron con agua azucarada al 10% (fuente de carbohidratos) en
algodones impregnados y las hembras con Gallus gallus domesticus para la produccién
de huevos. Dentro de las jaulas se colocaron envases de plastico con agua y tiras de
papel de filtro como sustrato para la oviposicion, las cuales se dejaron de 2 a 3 dias para
que los huevos embrionaran. Posteriormente se extrajeron las papeletas, se dejaron
secar sobre charolas, se almacenaron en sobres de papel debidamente identificados,
correspondiendo a las generaciones parenterales. Posteriormente fueron trasladadas al
Laboratorio de Fisiologia y Toxicologia de la Facultad de Biologia Unidad B de la
Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn, México.

Las papeletas de cada una de las sub-poblaciones estudiadas se colocaron en

charolas que contenian agua declorada para la eclosion de los huevos y una vez
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visualizadas las larvas fueron alimentadas periddicamente con una solucion de higado
en polvo al 50% en base de agua. Se continud el ciclo de desarrollo de la manera antes
descrita con la diferencia que las hembras fueron alimentadas sobre (Rattus norvegicus)
para la produccién de huevos. Seguidamente se colocaron envases con agua
internamente revestidos con papel filtro, para obtener la generacion filial 1 de cada sub-
poblacién de campo con las que se llevaron a cabo la totalidad de este estudio (Fig. 10).

Todas las sub-poblaciones de Ae. aegypti se mantuvieron a temperatura de
25°C£2-C y 70% +2 de humedad relativa.

Eclosion de Huevos ~ Alimentacion de larvas con proteina de higado al 50%

Pupas

Figura 10. Establecimientos de colonias de Ae. aegypti.
5.3 Bioensayos de susceptibilidad
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Para determinar la susceptibilidad de las sub-poblaciones de Ae. aegypti al
larvicida temefos se realizaron bioensayos siguiendo la metodologia de la WHO (1981)
y para los insecticidas malation y deltametrina la metodologia de “Botella impregnada”
que se lleva en el CDC (Brogdon and McAllister, 1998b), utilizando diferentes dosis de

los insecticidas evaluados.

5.3.1 Preparacion de soluciones stock
Los insecticidas evaluados en este estudio fueron temefos, malation y deltametrina
(Chem Service, Inc.), ingrediente activo (i.a) (Tablal).
Tablal. Insecticidas evaluados.

Nombre comin Nombre quimico Concentracion Pureza
Temefos 0,0,0,0’-tetrametil-0,0-tio-di-p- 100mg 97.5%
fenileno
Malation (dimetoxitiofosforiltio) succinato
500 mg 98.4%

0 S-1.2-bis (etoxicarbonil) etil 0,0-

dimetil fosforoditioato

Deltametrina
100 mg 99.5%

(RS)-alfa-ciano-fenoxibencil-

(1RS,3RS; 1SR, 3SR) 3- (2,2-di

clorovinil) -2.2-Dimetilciclopro-

panocarboxilato

El insecticida temefos se resuspendié con 1 ml de etanol y los insecticidas
malation y deltametrina con 1 ml de acetona obteniendo las soluciones stock con
concentraciones finales de 100 pg/pl, 500 pg/pl y 100 pg/ul respectivamente. A partir
de estas soluciones se realizaron diluciones en tubos eppendorf de 2ml siguiendo la
formula C1.V1= C2 V2 con la finalidad de obtener concentraciones que ocasionaran entre
2% y 98% de mortalidad en los especimenes evaluados. Estas soluciones fueron

etiquetadas, resguardadas de la luz con papel aluminio y almacenadas en refrigeracion.

5.3.2 Bioensayos en larvas
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Los bioensayos fueron llevados a cabo siguiendo el protocolo de la WHO (1981).
Veinte larvas de |11 estadio tardio fueron colocadas en envases de plastico que contenian
de 99 ml de agua destilada y se les adicioné 1 ml de la solucién de insecticida. Cinco o
mas concentraciones del larvicida temefos fueron evaluadas por triplicado en las sub-
poblaciones estudiadas y en la cepa susceptible New Orleans. Se incluyo un testigo o
control por triplicado al cual se le afiadié 1 ml de etanol.

Durante las dos primeras horas de exposicion fueron realizadas lecturas cada 15
minutos y posteriormente a las 2, 4 y 24 horas cuando se registré la mortalidad. El
criterio de mortalidad usado fue inmovilidad de las larvas o movimiento no ascendente y

reduccion en el tamafio (Fig. 11).

Tratamientos

Envases para bioensayos 99ml de agua declorada Esquema de bioensayos
1 ml de insecticida y 20 larvas

Exposicion por 24 horas

Figura 11. Bioensayos con larvas de Ae. aegypti

5.3.3 Bioensayos en adultos

Los bioensayos se llevaron a cabo siguiendo la metodologia de botellas
impregnadas propuestas por el Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC)
de Atlanta, USA (Brogdon and McAllister, 1998b).

5.3.3.1 Preparacion de Botellas
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Se utilizaron botellas de vidrio Wheaton de boca angosta (3 cm) y 250 ml de
capacidad, con tapon de rosca, limpias y secas. A cada botella debidamente identificada
se le agregd 1 ml de acetona e inmediatamente después el volumen de la solucién stock
adecuado para obtener la concentracion deseada en pg/botella (pug/bot), se tapd, se agitd
la mezcla suavemente y se roto la botella en varias direcciones con la finalidad de que
toda la superficie de la botella incluyendo la tapa quedara completamente impregnada
con la solucion. Posteriormente se retird la tapa, se continud rotando hasta que se
observo poco liquido y se dejo evaporar el solvente restante durante 24 h a temperatura

ambiente en oscuridad (Fig. 12).

Botellas wheaton Material para impregnar Adicion de insecticida
y acetona

Rotacion de las botellas  Secado de botellas por 24 h

Figura 12. Preparacion de botellas para bioensayos

5.3.3.2 Bioensayos

Cada bioensayo constd de 5 o 6 concentraciones con 4 replicas para cada
insecticida y 1 como control o testigo tratada solo con acetona. Se utilizaron hembras de
la generacion F;. De 15 a 20 hembras sin ingesta sanguinea de 1 a 3 dias de emergidas
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fueron colocadas con un aspirador bucal en cada botella. Para el insecticida malatién el
tiempo de exposicion fue de 2 horas. Con el insecticida deltametrina los insectos fueron
expuestos por 1 h durante la cual se hicieron observaciones cada 10 minutos para
registrar los insectos caidos o derribados. El criterio para determinar el estado de derribe
se baso en: 1) el mosquito se encuentre con el dorso en el fondo de la botella, 2) sea
incapaz de volar, 3) tenga movimientos aberrantes y sea incapaz de mantenerse erguido.
Posteriormente los insectos fueron trasladados a envases libres de insecticida y luego de
1, 2y 4 h se registraron los recuperados, asi como los muertos a las 24 h. Un mosquito
muerto fue aquel que no presentdé movimiento después de un tiempo de 24 horas. Esta
metodologia se siguid con todas las sub-poblaciones de campo y con la de referencia
(Fig. 13).

Botellas Impregnadas Seleccion de hembras Introduccion de mosquitos

Tiempo de exposicion Recuperacion

Figura 13. Bioensayos de botellas con adultos de Ae. aegypti

5.4 Deteccién de Mecanismos de Resistencia Metabdlica

5.4.1 Exposicién de los insectos a los insecticidas bajo estudio
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Previo a la determinacion de las enzimas o y B-esterasas, Oxidasas de funcion
multiple (MFO), Glutation-S-Tranferasas (GST) y Acetilcolinesterasas Insensible
(IAchE) las sub-poblaciones de campo y la cepa susceptible NO fueron expuestas a los

insecticidas evaluados.

5.4.1.1 Exposicion de larvas

Aproximadamente 100 larvas de cada sub-poblacion fueron expuestas durante 24
horas a los respectivas CLso obtenidos previamente con el larvicida temefos. Luego de
24 horas fueron separadas las larvas supervivientes de las muertas y almacenadas

individualmente en viales a -70°C.

5.4.1.1 Exposicion de larvas

Aproximadamente 100 larvas de cada sub-poblacion fueron expuestas durante 24
horas a los respectivas CLso obtenidos previamente con el larvicida temefos. Luego de
24 horas fueron separadas las larvas supervivientes de las muertas y almacenadas

individualmente en viales a -70°C.

5.4.1.2 Exposicion de Adultos

Insecticida Malation

Lotes de 100 hembras de cada sub-poblacién sin ingesta sanguinea y de 1 a 3 dias
de emergidas fueron expuestas a botellas impregnadas con la ClLgy de malation
determinada en la cepa New Orleans durante el tiempo que ocasioné el 50% de de los
muertos y se almacenaron individualmente a -70-C.

Insecticida Deltametrina

Dos grupos fueron expuestos a la deltametrina para la cuantificacion de enzimas
detoxificativas. ElI primer grupo comprendié aproximadamente 100 hembras de cada
sub-poblacién sin ingesta sanguinea y 1 a 3 dias de emergidas, las cuales fueron
sometidos a la respectiva CLs durante el tiempo que ocasiond el 50 % de mortalidad, el
cual correspondio al momento cuando el 50% de los insectos expuestos estaban
derribados o muertos dentro de la botella. Posteriormente fueron separados los

supervivientes de los muertos y almacenados individualmente a -70°C. Finalmente un
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total de 30 hembras supervivientes y 30 muertas fueron usadas para la cuantificacion de
enzimas detoxificativas. EIl segundo grupo correspondio a 200 -300 hembras por sub-
poblacion bajo las condiciones de alimentacion y edad anteriormente descritas, las
cuales fueron expuestas a botellas impregnadas con la respectiva DKsy por 1h y
posteriormente retiradas y colocadas en envases libres de insecticidas. Los mosquitos
que fueron capaces de mantener una posicién erguida o de volar luego de 1 hora fueron
aspirados e individualizados en tubos eppendorf y almacenados a -70°C. El resto de los
insectos derribados fueron mantenidos en condiciones de temperatura y humedad
anteriormente mencionadas. A las 4 h los insectos que se recuperaron fueron extraidos y
almacenados, asi como los supervivientes y muertos a las 24 h. Estos mosquitos fueron
seccionados, la cabeza y el térax fueron utilizados para la realizacién de pruebas
enzimaticas y el abdomen guardado a -70°C para la posterior extraccion de DNA y

genotipificacion (Fig. 14).

Plancha fria para diseccion

Abdomen, cabeza y torax

Figura 14. Diseccion de mosquitos
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5.4.2 Preparacion de homogenatos

Cada larva o mosquito fue homogenizado en 100 pl de buffer fosfato de
potasio0.01 M pH 7.2 y suspendido hasta 2 ml del mismo buffer. Alicuotas de 100 pl
fueron transferidas en pozos de placas de microtitulacion por triplicado. Las alfa y beta-
esterasas, MFO, GST y iIAChE fueron cuantificadas siguiendo la metodologia descrita
Brogdon and McAllister (1998a) usando como referencia la cepa NO. Las absorbancias

fueron medidas con un espectrofotometro ASYS UVM-34 (Austria) y promediadas.

5.4.3 Determinacion de niveles enziméticos

5.4.3.1 Determinacion de Alfa y Beta-esterasas

Se mezclaron 100 pl de alfa o beta naftilacetato (disuelto en acetona y buffer
fosfato) con 100 pl de homogenato de cada insectos en cada pozo de las microplacas y
se incubaron a temperatura ambiente por 20 minutos. Posteriormente se adicion6é 100 pl
de dianisidina tetrazotizada, se incubd durante 4 minutos y se realizaron las lecturas
usando un filtro de 540 nm. Alfa o beta naftil fueron utilizados como controles positivos.

5.4.3.2 Determinacion de MFO

Se mezclaron 100 pl de homogenato con 200 ul 3,3,5,5-tetrametil-benzidina
dihidroclarada (disuelta en metanol y buffer acetato 0.25 M pH 5) en cada pozo de
microplacas y se afiadié 25 ul de peroxido de hidrégeno a 3%. Se incubd por 10 minutos
y se leyd con un filtro de 620nm. Se utilizé6 Citocromo C (de corazén bovino) como
control positivo.

5.4.3.3 Determinacion de GST

Se mezclaron 100 pl de homogenato con 100 pl de glutation reducido y 100 pl 1-
cloro-2,4 dinitrobenzeno (cCDNB) en cada pozo de microplaca y se realizaron lecturas a
una longitud de onda de 340 nm inmediatamente y luego de 10 minutos. La lectura
inicial TO se resté a la lectura realizada a los 10 min (T10).

5.4.3.4 Determinacion de iAchE

Se mezclaron 100 pl de homogenato de cada insecto con 100 pl de acetilcolina
yodada (ACTH)-propoxur en cada pozo de microplacas y 100 pl de &cido ditio-bis-2-

nitrobenzoico (DTNB). Posteriormente se realizaron las lecturas a 414 nm
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inmediatamente (TO) y luego de 20 min de incubacién a temperatura ambiente (T20). Se
restaron los TO a los T20.

5.5 Frecuencia de la mutacion 1le1,016

Se determinaron las frecuencias alélicas de la mutacion 1le1,016 en hembras de
Ae. aegypti de las sub-poblaciones Pampanito, Tres Esquinas, Lara y Urefia en
condiciones naturales durante 2008 y 2010. Adicionalmente, se determind la frecuencia
alélica en los cuatro grupos fenotipicos (no derribados luego de 1h, recuperados a las 4
h y supervivientes y muertos a las 24h) de las sub-poblaciones luego de ser expuestos a
la DKsp Y se establecio la asociacion entre el genotipo y el fenotipo.

HOMOGENATO DEL INSECTO
2 ml de Buffer fosfato ph 7,2

¥

100 pl para cada enzima
CUANTIFICACION DE ENZIMAS Lectura de Abosrbancia

o yP estrasas MFO

-
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Figura 15. Esquema de determinacion de enzimas detoxificativas

5.5.1 Extraccion de ADN
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El ADN gendmico fue extraido de cada mosquito (abdomen o insecto completo)
siguiendo la técnica de extraccion de sales (Black and Munstermann,1996). Los
mosquitos fueron macerados individualmente en 100 ul de buffer de homogenizacion
(0.1M NaCL, 0.2M sacarosa, 0.1 Tris-HCL pH 9.1, 0.006M EDTA y 0.5%
dodecilsulfato de sodio-SDS) utilizando pistilos Kontex en tubos eppendorf de 1.5 ml.
Posteriormente se mezclaron, se centrifugaron por 2 minutos a 14.000 y se incubaron a
65°C por 30 minutos. Después de este periodo se adicionaron 15 pl de acetato de
potasio, se mezclaron, se colocaron a -20°C por al menos 30 min para precipitar el SDS
y se centrifugaron a 14.000 rpm durante 15 min. Los sobrenadantes fueron transferidos
individualmente a nuevos tubos eppendorf estériles de 1.5 ml, se adicionaron 200 pl de
etanol al 100% y se incubaron 10 min a temperatura ambiente para precipitar los acidos
nucleicos. EI ADN fue centrifugado durante 15 min a 14.000 rpm y removido el etanol
cuidadosamente. Posteriormente 200 pl de etanol al 70% fueron agregados al pellet
formado, se centrifugaron a 14.000 rpm por 5 min para remover el exceso de sales, y se
desechd el sobrenadante cuidadosamente para no perder el pellet. Un segundo lavado fue
realizado afiadiendo 200 pl de etanol al 100%, se centrifugd a 14.000 rpm durante 5 min
y se extrajo todo el alcohol. El pellet de ADN se secé usando un Speed-Vac y luego se
resuspendié en 50 ul de buffer TE (0.05M Tris-HCL, 0.05 EDTA, pH 8). La
concentracion y la calidad cada ADN extraido fue medida con un NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientyfic Inc). Todos los ADN extraidos fueron almacenados a -70 °C
(Fig. 16).

5.5.2 Amplificacion de los alelos especificos PCR.

Para la amplificacion de los alelos Val1,016 e Ile1,016 se realiz6 una sola reaccion
de PCR en tubo (Saavedra et al., 2007). Se prepar6 un Master mix con Buffer 10x, Agua
destilada ultrapurificada, Cloruro de Magnesio 1.5 mM, dANTP’s 25nM, 2 primers “alelo
especificos” a 500 pM/ul: Val1,016 (5-
[GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCCACAAATTGTTTCCCACCCGCACCG]
3) y 11e1,016 (5-[GCGGGCACAAAT TGTTTCCCACCCGCACTGA]-3') y un primer
anti sentido lle1,016r 5- TGATGAACCSGAATTGGACAAAAGC y Tag polimerasa
5U/ul. En cada tubo de PCR se coloco 1.5 ul de ADN vy se le agregd 23.5 pl del Master
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Mix, se mezclaron por pipeteo y se colocaron en un termociclador Biocycler BIORAD
® programado a 4 ciclos: ler ciclo: 95 °C x 5 min, 2do Ciclo: 95°C x 1min, 60°C x
1min, 72 °C x 1.15 min 29x, 3er Ciclo: 72°C x 10min, 4to Ciclo x 4°C 24 horas (Fig.17).
A la par de los ADN de los mosquitos de las sub-poblaciones bajo estudio, se llevaron
tres controles cada vez que se realiz6 la PCR, los cuales comprendieron: un control
homocigoto susceptible (Vall,016/Vall,016 cepa NO), un homocigoto resistente cepa
IMUS (lle1,016/11e1,016 poblacion resistente Isla Mujeres, México) gentilmente donada
por la Dra. Karla Saavedra y un control negativo que correspondia a agua destilada
ultrapurificada.

Macerado con buffer Incubacion a 65°C Incubacion a -20°C

de extraccion

Precipitacion de ADN d Resuspension de ADN

Cuantificacion de ADN

Figura 16. Extraccion, purificacion y cuantificacion de ADN.

5.5.3 Identificacion de genotipos en Ae. aegypti

La identificacién de genotipos se realiz6 segin Saavedra et al., (2007) mediante
fragmentacion de productos de PCR de alelos especificos del sistema Vall,016lle. Para
ello los productos de PCR, un marcador de peso molecular de 12 bandas (de 25bp a 500
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pb HyperLadder ™V, Bioline) y el control negativo se revisaron en geles de agarosa al
3% disueltos en TBE a los cuales se les afadieron 3 pl de bromuro de ethidio. Para
cargar las muestras en el gel se mezclaron 3 pul de buffer de carga (azul de bromophenol
disuelto en TBE 1X y glicerol) y 6 pl de los productos de PCR y luego se colocaron en
los pozos del gel. La electroforesis se corrié por 20 minutos a 100 voltios y se visualizd
el gel en un transiluminador de luz ultravioleta para lo genotipificacion (Fig.18).

Campana con LUV Termociclador

Figura 17. Amplificacion de los alelos especificos para la mutacion llel,016.
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Productos de PCR Electroforesis Visualizacion de genotipos

Figura 18. Fragmentacién de los productos amplificados por PCR.

5.6 Andlisis de resultados
5.6.1 Dosis, tiempo- mortalidad

Las mortalidades obtenidas en los bioensayos con temefos y malatién tanto en las
sub-poblaciones bajo estudio como en la cepa de referencia NO, fueron analizadas por
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medio log-probit software (Raymond, 1985), basado en Finney (1971) para determinar
la concentracion letal media (CLsp) y tiempo letal medio (TLsp).

Las Dosis knocdkown DKs 0 de derribo fueron determinadas con los insectos
caidos durante la hora de exposicién a la deltametrina, asi como el Tiempo Knockdown
cincuenta (TKsp) y las CLsoy TLsp con estos valores y con los obtenidos luego 1h, 2h,
4h de exposicion y 24 h posteriores a la exposicion de los mosquitos.

Los intervalos de confianza fueron calculados con una a = 0.05 y se determin6 la
diferencia significativa entre los valores en base al traslape de los mismos. Las
mortalidades fueron corregidas mediante la formula de Abbott (1925) cuando se
observo mortalidad en el grupo control.

Los Factores de Resistencia (FRsp) fueron calculados dividiendo los valores de las
CLsp 0 TLso de las sub-poblaciones bajo estudio entre los obtenidos en la cepa
susceptible New Orleans. Con el insecticida deltametrina también se calcularon los
Factores de Resistencia al derribo (FRpkso), dividiendo DKsy de la sub-poblacion bajo
estudio entre los obtenidos en la cepa de referencia New Orleans.

Se utilizo el criterio propuesto por Mazzarri y Georghiou (1995) para clasificar la
resistencia como: alta resistencia cuando el valor de FR> 10, moderada resistencia entre

5y 10 y baja resistencia cuando el FR< 5.

5.6.2 Anélisis de Enzimas detoxificativas

Obtenidos los datos de absorbancias para cada enzima, se cred una base de datos
en Excel y se calcul6 el promedio de los valores de absorbancia por insecto.
Posteriormente fue llevada a cabo la prueba de ANOVA (o = 0.05) y la prueba de Tukey
(oo = 0.05) para determinar diferencias significativas entre los niveles enzimaticos en las
larvas supervivientes y muertas luego de ser expuestas al temefos en las sub-poblaciones
estudiadas con respecto a la cepa de referencia, asi como en las hembras supervivientes
y muertas luego de ser expuestas a los insecticidas malation y deltametrina.

El umbral de resistencia correspondid a la maxima absorbancia de la enzima en
los especimenes supervivientes de la cepa NO el cual fue comparado con los
supervivientes de las sub-poblaciones estudiadas y usado para clasificar los mecanismos

enzimaticos como no alterado (NA), incipientemente alterado, o alterado si menos del
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15% de los especimenes exceden el umbral, entre 15y 50% o cuando mas del 50%
excede este umbral, respectivamente (Montella et al., 2007).

Analisis de regresion lineal fueron realizados entre los valores de las CLso y los
niveles enzimaticos (promedio de absorbancia) de las hembras supervivientes, asi como
entre los valores de DKz y los niveles enzimaticos. La prueba de R? fue llevada a cabo
para conocer el grado de asociacion entre ambas variables.

Finalmente tres criterios fueron considerados para determinar si un mecanismo
enzimatico estuvo involucrado con la resistencia encontrada: 1) mas del 50% de los
especimenes supervivientes de la sub-poblacion estudiada excedieran el umbral de
resistencia, 2) el valor promedio de la absorbancia de la enzima sea superior en los
especimenes supervivientes que en los muertos dentro de una sub-poblacién y a su vez
superior a los supervivientes de la cepa NO (p<0.05); y 3) que exista alta correlacion

significativa entre los valores de CLs y los niveles enzimaticos.

5.6.3 Célculo de frecuencias de la mutacion "kdr" 11e1,016
Las frecuencias genotipicas (f) fueron calculadas dividiendo el numero de
mosquitos con el genotipo a calcular entre el total de mosquitos analizados:
1.- Frecuencia del genotipo homocigoto susceptible Val1,016/Val1,016 (fGG)
(fGG ) Numero de mosquitos /Numero de mosquitos analizados
2.- Frecuencia del genotipo homocigoto resistente 1le1,016/Ile1,016 (fAA)
(fAA) NUmero de mosquitos / Numero de mosquitos analizados
3.- Frecuencia del genotipo heterocigoto Val1,016/1le1,016 (fGA)
(fGA) Numero de heterocigotos / Numero de mosquitos analizados
Las frecuencias alélicas se calcularon sumando la frecuencia genotipica de los
heterocigotos entre dos mas la frecuencia de los homocigotos:
1.- p= fGG + (fGA/2) Frecuencia alélica de Val1,016
2.- = fAA + (fGA/2) Frecuencia alelica de 111,016

La comprobacion del Equilibrio Hardy-Weinberg se suele llevar a cabo utilizando

la prueba de xz

Xz = Z(O-E)Z/E donde: O son los genotipos observados y E los genotipos

esperados, los cuales se calcularon segun formula de Hedrick (2011):
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Homocigotos Val1,016/Val1,016 esperados GG esp= p(n)
Homocigotos Ile1,016/1le1,016 esperados  AA esp= g°(n)
Heterocigotos Val1,016/Ile1,016 esperados G/A esp= 2pq(n)

Si el valor de XZ calculado es < xz tabulado (1 d.f) =3.84 y una P<0.05

aceptamos la Ho: la sub-poblacion bajo estudio se encuentra en equilibrio Hardy-
Weinberg.

El Coeficiente endogamico de Wright's Fis (1921) fue calculado mediante la
siguiente férmula:

FIS = 1- (Hobs/Hexp)
donde: Hobs es el nimero de heterocigotos observados y Hexp esperados, es igual a =
2p (1- p ) donde p es la frecuencia del alelo mutante.

El intervalo de confianza 95% alrededor de p, fue calculado como el intervalo
Wald:

PEZyzP(1—P)/n,:
el cual fue ajustado por adicion de la mitad del cuadrado del valor critico Z (1.96), para

el numerador y el cuadrado entero del valor critico en el denominador antes calculando

el intervalo (Agresti y Coull, 1998).
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6. RESULTADOS

6.1 Susceptibilidad al Temefos
6.1.1 Concentracion Letal Cincuenta y Factor de Resistencia.

Los valores de CLsg, intervalos de confianza, pendiente de la recta y Factor de
Resistencia (FRs) para las sub-poblaciones estudiadas se muestran en la Tabla 2. En esta
se puede observar que los valores de CLsg oscilaron entre 0.0085 pg/ml y 0.0376 pg/ml
durante los afios 2008-2010. La sub-poblacion TE 2010 mostr6 una mayor
susceptibilidad al larvicida con una CLsy de 0.0085 pg/ml, inferior (p<0.05) a las
encontradas en las sub-poblaciones PTO 2008 (0.013 pg/ml) y 2010 (0.0137 pg/ml),
Lara 2008 (0.0134 pg/ml) y Urefia 2010 (0.0139 pg/ml) cuyos valores no mostraron
diferencia entre ellos, en base al traslape de los intervalos de confianza. En contraste, el
maximo valor de CLso se registrd en la sub-poblacion de Lara para el 2010 (0.0376
pg/ml), el cual se incrementd 2.6 veces mostrando una menor susceptibilidad al
larvicida.

Al comparar los valores de las CLsp determinados en las sub-poblaciones bajo
estudio con los obtenidos en la cepa susceptibles NO obtuvimos valores en los FR¢ 5o
inferiores a 5 en ambos periodos de investigacidon, indicando susceptibilidad de las sub-
poblaciones bajo estudio al larvicida, lo cual evidenci6 la alta efectividad que aln
presenta éste insecticida para el control larval de Ae. aegypti, quedando sujetas a una
continua vigilancia, con la finalidad de identificar el momento oportuno para realizar
cambios en los programas de control y conservar en las sub-poblaciones la
susceptibilidad encontrada.

6.1.2 Tiempo Letal Cincuenta y Factor de Resistencia.

Para el 2008 se obtuvieron valores para el Tiempo Letal cincuenta de 8 h 41 miny
19 h 18 min en las sub-poblaciones PTO y Lara respectivamente, las cuales mostraron
ser significativamente diferentes en base al traslape de los limites de confianza. La
concentracion a la cual fue calculado este valor correspondié a 0.014 ug/ml para la sub-

poblacion PTO y 0.0134 pg/ml para Lara y 0.0083 pg/ml para la cepa NO. Al calcular
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los FRcLs0, Se encontraron valores de 0.7 y 1.6, ambos inferiores a 5, concordando con
los resultados obtenidos mediante comparacion de la concentracion letal cincuenta
(FRcLso), indicando susceptibilidad de las sub-poblaciones bajo estudio al larvicida

temefos para el 2008.

Tabla 2. Concentracion Letal cincuenta y Factor de Resistencia en cuatro sub-

poblaciones de Ae. aegypti de Venezuela con el larvicida temefos.

Sub- Afio de CLso LC b (+DS)  'FReiso

Poblacion | Recolecta pg/ml

NO 0.0083 (0.0075-0.0091) 2.83(0.32)

PTO 2008 0.0130 (0.0123-0.0138)  4.50(0.47) 1.57
2010 0.0137 (0.0125-0.0149)  3.83 (0.40) 1.65

TE 2010 0.0085 (0.008-0.0089) 4.62 (0.54) 1.02

Lara 2008 0.0134 (0.0126-0.0143)  5.39 (0.72) 1.61
2010 0.0376 (0.0331-0.0428) 2.07 (0.21) 4.53

Urefia 2010 0.0139 (0.0125-0.0154) 2.8(0.28) 1.65

1 FRc.s0, Factor de resistencia: CLsq poblacion de campo/ CLsg cepa New Orleans.
%pendiente de la linea de regresion Probit-log, desviacion standard (+ DS) entre paréntesis.

Los valores de TLso en el 2010 estuvieron en un rango de 12h 53 min a 18h 52
min, cuyo maximo valor correspondié a la sub-poblacion Lara, sin embargo no hubo
diferencia significativa entre ellos y los encontrados en la cepa NO ya que los limites de
confianza se traslapan. La concentracién a la cual fueron determinados los TLsg
correspondieron a 0.0137 pg/ml para PTO, 0.0085 pg/ml para TE, 0.0375 pg/ml para
Lara y 0.0139 pg/ml para Urefa. Los valores de los FRt 5o fueron calculados solo en
las sub-poblaciones PTO, TE y Urefia debido a la similitud en los valores de las CLs
con respecto a la cepa NO, encontrando valores inferiores a 5 evidenciando la

susceptibilidad de las sub-poblaciones en este periodo de investigacién (Tabla 3).

6.1.3 Mecanismo de Resistencia Enzimatica

De los cinco sistemas enzimaticos evaluados en el 2008 y 2010, solo se
encontraron niveles sobre expresados de B-esterasas en las larvas supervivientes de las
sub-poblaciones Lara 2008 y TE 2010 (Fig. 19) con 96.7% y 93.3% de especimenes
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rebasando el umbral de resistencia determinado en la cepa NO respectivamente,
categorizandose como un mecanismo alterado (A) segun Montella et al. (2007); asi
como MFO en la larvas supervivientes de la sub-poblacion PTO 2008 con 26.7% de
especimenes que rebasan el umbral, categorizandose como un mecanismo incipiente-

mente alterado (Tabla 4 y 5).

Tabla 3. Tiempo Letal Cincuenta en Ae. aegypti de Venezuela con el larvicida temefos

Poblacién Y(TLso) LC ’p (+ DS) FR1Ls0
Horas-minutos

NO 12h 22 min 9h 21 min- 16h 12 min 1.2 (0.15)

PTO 2008 8h 41 min 7h 32min- 11h 38 min 1.1 (0.14) 0.7
Lara 2008 19h 18 min 16h 12 min- 23h 0 min 2.76 (0.43) 1.6
PTO 2010 12 h 53min 9h 20min- 18h 13 min 0.82 (0.13) 1.0
TE 2010 12h 47 min 9h 38 min- 16h 32min 0.95(0.13 1.0
Lara 2010 18h 52 min 13h 32min- 26h 11 min 1.09 (0.16)
Urefia 2010 13 h 12 min 10h 30 min- 17h 13 min 0.98 (0.14) 1.1

Tiempo Letal cincuenta
%pendiente de la linea de regresion Probit-log, desviacion estandar (+ DS) entre paréntesis.
3 FRyLs0, Factor de resistencia: TLs, poblacion de campo/ TLs, cepa New Orleans.

La Tabla 6 muestra los coeficientes de determinacion entre los niveles enzimaticos
y las concentraciones a las cuales se sometieron las sub-poblaciones, no encontrandose
correlacion significativa entre los valores de CLsg y la sobreexpresion de B-esterasas en
la sub-poblacién Lara 2008 y TE para el 2010 (p< 0.05). De igual manera no se encontro
correlacion significativa entre los niveles sobre-expresados de MFO en la sub-poblacion
Pampanito 2008 y la CLso, por lo que en ninguno de los casos se cumplen los tres
criterios propuestos en este estudio para asociar un mecanismo enzimatico con la
resistencia a insecticida, coincidiendo con los resultados generados a través de los

bioensayos en ambos periodos de investigacion.
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Tabla 4. Promedio y Desviacion standard de las absorbancias para cada enzima en larvas

Ae. aegypti expuestas a la CLsy temefos.

Sub- a-esterasas  B-esterasas MFO GST iIAChE

Poblacion (DS) (DS) (DS) (DS) (DS)

NO S 05930032) 0497 (0.019)  0.103 (0.057)  0.029 (0.006) _ 0.004 (0.007)

M 0.624(0.073)  0502(0.042)  0.131(0.033)  -0.0033(0.033)  -0.037(0.046)

PTO S 0552(0.075)  0510(0.042)  0.187*(0.093)  0.002(0.032)  0.0061(0.0044)
2008 M  0555(0.067)  0.652(0.035) 0.081(0.028)  -0.0004(0.028)  0.004 (0.0034)
Lara S 0535(0.028) 0.624*(0.035) 0.099 (0.037)  0.030 (0.006)  -0.018 (0.035)
2008 M 0536 (0.031) 0497 (0.029)  0.113(0.054)  0.084 (0.061)  -0.0003 (0.0104)
PTO S 0.524(0.029)  0.690(0.094)  0.059 (0.007)  0.005(0.031)  -0.104 (0.07)
2010 M  0619(0.078)  0.654(0.058)  0.111(0.070)  0.004 (0.038)  -0.056 (0.049)
TE S 0577(0.033) 0.695%(0.089) 0.127(0.021)  0.001 (0.042)  -0.00002 (0.012)
2010 M  0614(0.042) 0547(0.032) 0.118(0.016) 0.027 (0.006)  0.003 (0.002)
Lara S 0485(0.025)  0595(0.035)  0.118(0.045)  0.015(0.027)  -0.019 (0.035)
2010 M 0.364(0.012) 0590 (0.024) 0.071(0.007)  0.004(0.044)  0.001 (0.015)
Urefia | S  0556(0.027) 0598 (0.073)  0.192(0.064)  0.006 (0.037)  0.030 (0.058)
2010 M  0.672(0.097)  0.642(0.089)  0.169 (0.026)  0.0044 (0.027)  -0.0076 (0.014)

S:supervivientes luego de ser expuestos a la CLsy de temefos M: muertos luego de ser expuestos.

DS: Desviacion standard. * promedio significativamente superior (P<0.05) en larvas supervivientes comparada
con las muertas en la misma sub-poblacion y superiores a las supervivientes de la cepa NO.

Tabla 5. Porcentaje de especimenes de las sub-poblaciones de campo que rebasan el

Umbral de Resistencia determinado en la cepa New Orleans.

Sub- Afio de o- B- MFO GST iAchE
poblacion Recoleta esterasas  esterasas (0.235) (0.044) (0.017)
(0.637)'  (0.520)

PTO 2008 3.3% 26.7% 26.7% 0% 0%
Lara 2008 0% 96.7% 0% 0% 6.7%
PTO 2010 0% 96.7% 0% 0% 0%
TE 2010 0% 93.3% 0% 0% 0%
Lara 2010 0% 86.7% 0% 3.3% 0%
Urefia 2010 0% 73.3% 33.3% 0% 46.6%

tMaximo valor de Absorbancia en la cepa New Orleans (Umbral de Resistencia).
Sombreado= Sin sombra: No Alterada, Gris claro: Incipientemente alterada, Gris obscuro: Alterada.
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* promedio significativamente superior (P<0.05) en larvas supervivientes comparadas con las

muertas en la misma sub-poblacidn y superiores a las supervivientes de la cepa NO.
Fig. 19 Niveles enzimaticos en larvas de Ae. aegypti expuestas al temefos.
Tabla 6. Regresién Lineal y R? entre los valores de CLsp-temefos y los niveles

promedios de enzimas (absorbancia) en hembras de Ae. aegypti de Venezuela 2008 y
2010.

Enzima R? Significancia R? Significancia
2008 2010

Alfaesterasas 0.953 0.139 0.804 0.039

Betaesterasas 0.403 0.562 0.004 0.917

MFO 0.161 0.737 0 0.987

GST 0.167 0.732 0.004 0.919

iAchE 0.243 0.672 0.008 0.886
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6.2 Susceptibilidad al Malation
6.2.1 Concentracion letal cincuenta y Factor de Resistencia

Los valores de las CLsy con el organofosforado malation oscilaron entre 1.18
pg/bot 'y 3.49 pg/bot para el afio 2008, encontrandose mayor susceptibilidad en la sub-
poblacion TE (0=0.05) con una CLso de 1.18 pg/bot con respecto a las demas sub-
poblaciones, sin diferencia significativa con la cepa susceptible NO, debido al traslape
de los intervalos de confianza. En orden de susceptibilidad la sub-poblacion PTO fue
<Urefla<Lara aunque no hubo diferencia significativa entre ellas. Al comparar estos
valores de CLsp determinados en las sub-poblaciones de campo con los obtenidos en la
cepa NO obtuvimos valores de FRc¢iso de 1.3, 0.7, 2.2 y 1.9 para las sub-poblaciones
PTO, TE, Lara y Urefia respectivamente, los cuales fueron inferiores a 5 por lo que las
sub-poblaciones fueron categorizadas para el 2008 como susceptibles al
organofosforado.

Para el 2010 los valores de las CLs estuvieron comprendidos entre 2.31pg/bot y
3.07ug/bot, observandose aumento significativo en todas las sub-poblaciones estudias
con respecto a NO. Particularmente la sub-poblacion TE experimentd un aumento
significativo en la CLsy (2.75 pg/bot) y la sub-poblacion de Lara disminucién (2.31
pg/bot), en contraste, las poblaciones PTO y Urefia no experimentaron cambios
significativos durante este periodo. Al evaluar los valores de FRc s Se encontrd que
todas las sub-poblaciones para el 2010 se mantienen susceptibles al malation con valores

inferiores a 5 (Tabla 7).

6.2.2 Tiempo Letal Cincuenta

El tiempo letal medio para malation fue calculado para cada una de las sub-
poblaciones estudiadas a la concentracion mas cercana a la CLs.

Para el 2008 obtuvimos valores de Tiempos Letales cincuenta comprendidos entre
15h 42 min y 25h 01 min en las sub-poblaciones estudiadas, los cuales no mostraron ser
diferentes entre ellos ni con los obtenidos en la cepa NO basandonos en el traslape en los
limites de confianza, a pesar de que fueron calculados a diferentes concentraciones: 3.0
pg/bot para la cepa susceptible NO; 2.0 pg/bot para la sub-poblacion PTO; 3.0 pg/bot
para TE; 3.5 pg/bot para Lara y 3.0 pg/bot para Urefia. Se compararon los valores
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obtenidos en la cepa NO y los de las sub-poblaciones TE y Urefia calculados a la misma
concentracion (3.0 pg/bot) y obteniéndose valores de FRr.so inferiores a 5,
concordando con los resultados obtenidos mediante comparaciéon de la concentracion
letal cincuenta (FRcisp), indicando baja resistencia de estas sub-poblaciones al
organofosforado malation para el 2008.

El valor de TLso en el 2010 en las sub-poblaciones de campo estuvieron en un
rango de 13h 27 min a 36h 52 min, cuyo maximo valor correspondio a la sub-poblacién
de Urefia, sin embargo no hubo diferencia significativa entre ellos incluyendo a la cepa
NO ya que los limites de confianza se traslapan, siendo similar el comportamiento al
observado durante el 2008. La concentracion a la cual fueron calculados estos valores
correspondieron a: 2.5 pg/bot para la cepa NO; 3.5 pg/bot para la sub-poblacién PTO;
2.8 pg/bot para TE; 3.0 pg/bot para Lara y Urefia. En este periodo no se establecieron
comparaciones entre los resultados obtenidos ya todas las sub-poblaciones fueron
sometidas a diferentes concentraciones y no seria equitativa dicha comparacion (Tabla

8).
Tabla 7. Valores de CLsp y FR en Ae. aegypti de Venezuela con malation durante los
afios 2008 y 2010.

Sub- Afo de ClLs LC Pendiente FRcLso

Poblacién | Recolecta pg/bot (DS)

NO 2008 1.6 1.21-212  0.82(0.10)
2010 1.45 1.34-157  2.62(0.26)

PTO 2008 2.15 1.58-2.95  0.77 (0.11) 1.3
2010 3.00 2.79-3.24  3.27(0.74) 2.1

TE 2008 1.18 0.90-1.54  0.85(0.12) 0.7
2010 2.75 2.47-3.06  2.85(0.29) 1.9

Lara 2008 3.49 2.95-409  1.53(0.18) 2.2
2010 2.31 2.08-259  2.19(0.21) 1.6

Urefa 2008 3.05 2.44-381  1.18(0.17) 1.9
2010 3.07 2.85-3.35  2.99 (0.36) 2.1

CLsg: Concentracion Letal cincuenta, LC: Limites de Confianza.
Pendiente de la linea de regresion Probit-log, desviacion standard (+ DS) entre paréntesis.
FRcLs0, Factor de resistencia: CLsy sub-poblacion de campo/ CLsy cepa New Orleans.
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Tabla 8 Valores de TL50 en Ae. aegypti de Venezuela con el organofosforado malatién
durante los afios 2008-2010.

Sub- Y(TLso) LC %h (+.DS)
Poblacién Horas-
minutos

NO 2008 | 20h28min 11h08min- 35h43min 0.75 (0.14)

2010 | 11h16min 07h27min-22h00min 0.32(0.10)

PTO 2008 | 24h50min 21h01min- 28h38min 2.7 (0.37)

2010 | 13h27min 08h01min- 21h01min 0.56 (0.10)

TE 2008 | 15h42min 07h33 min- 23h36min 0.71 (0.16)

2010 | 22h28min 13h16min- 26h19min 0.88 (0.16)

Lara 2008 | 27h55min 20h02 min- 37h20min 1.43(0.17)

2010 [ 15h44 min 12h45min- 19h24 min 1.91 (0.21)

Urefia 2008 | 25h01min 20h02min- 30h43min 2.24 (0.29)

2010 | 36h52min 16h58 min- 80h03 min 0.77 (0.16)

lTiempo Letal cincuenta, LC: Limites de Confianza.
%pendiente de la linea de regresion Probit-log, desviacion estandar (+ DS) entre paréntesis.

6.2.3 Mecanismos de Resistencia Enzimatica

En la Tabla 9a se muestran los promedios de absorbancia y desviacion standard
para cada enzima en las sub-poblaciones expuestas al malation en el 2008. Niveles
sobre-expresados de a-esterasas fueron observados en los especimenes supervivientes de
las sub-poblaciones PTO, TE y Lara luego de ser expuestos a la CLgg determinada en la
cepa NO (30.7 pg/bot), los cuales fueron significativamente superiores (p<0.05) a los
registrados en los muertos de cada sub-poblacion y en los supervivientes de la cepa NO
(Fig. 20a). Al evaluar el porcentaje de supervivientes de cada sub-poblacion que
excedieron el umbral de resistencia, encontramos que el 100% de ellos excedieron el
méaximo valor de absorbancia registrado en la cepa NO (0.797), quedando categorizado
como un mecanismo alterado. lgualmente, se observaron niveles sobre-expresados de
B-esterasas en las poblaciones PTO y Lara, con 100% de supervivientes excediendo el
umbral de resistencia (0.966) categorizandose como un mecanismo alterado.

Las MFO se mostraron como un mecanismo incipientemente alterado en la sub-
poblacion de Urefia con un 33.3% de los supervivientes excediendo el umbral de
resistencia (0.491). Niveles de GST significativamente superiores fueron observados en

la sub-poblacién de PTO, categorizandose como un mecanismo alterado con 93.3% de
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insectos excediendo el umbral de resistencia (0.118) (Fig. 21). Para el 2010,
encontramos sobre-expresion de a-esterasas en las sub-poblaciones TE, Lara y Urefia
con mas del 80% de los supervivientes excediendo el umbral de resistencia (0.494), asi
como, MFO en la sub-poblacion Urefia con un 6.7% de supervivientes excediendo el

umbral de resistencia (Tabla 9b y Fig 20b).
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* promedio significativamente superior (P<0.05) en especimenes supervivientes comparados con los muertos en la misma sub-

poblacién y superiores a los supervivientes de la cepa NO.

Figura 20. Niveles enzimaticos en Aedes aegypti de Venezuela expuestos al malation
durante los afios 2008 y 2010.

Tabla 9. Promedio y Desviacién standard de las absorbancias para cada enzima en Ae.
aegypti expuestas al malatién durante los afios 2008-2010.

a) 2008
Sub-Poblacién a-esterasas  f-esterasas MFO GST iAChE
NO S 0.744 (0.033)  0.847(0.054)  0.308 (0.069)  0.056 (0.018)  0.010 (0.005)
M 0.780 (0.084)  0.737 (0.049)  0.300 (0.072)  0.052 (0.013)  -0.013 (0.030)
PTO S *1.103 (0.061) *1.195 (0.025)  0.385(0.042)  *0.140 (0.025) -0.016 (0.038)
M 0.969 (0.100)  1.244(0.027)  0.379(0.081)  0.101(0.017)  -0.018 (0.066)
TE S *1.246 (0.067)  1.198(0.025)  0.230(0.045)  0.071 (0.038)  0.003 (0.012)
M 1.115(0.058)  1.196 (0.034)  0.320(0.076)  0.102 (0.031)  0.003 (0.026)
Lara S *1.314 (0.038) *1.268 (0.091) 0.315(0.038)  0.106 (0.010)  0.012 (0.012)
M 0.886 (0.048)  1.172(0.023)  0.313(0.061)  0.089 (0.031)  0.014 (0.009)
Urefia S 1.178 (0.069)  1.225(0.022)  *0.451(0.09)  0.088 (0.049)  0.017 (0.010)
M 1.189 (0.064)  1.238(0.036)  0.367 (0.088)  0.101(0.055)  -0.042 (0.063)
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b) 2010

Sub-Poblacién | a-esterasas  f-esterasas MFO GST iIAChE
NO S 0.408 (0.043)  0.705 (0.074) 0.179 (0.072)  0.048 (0.018) 0.011 (0.006)
M 0.348 (0.028)  0.713(0.080) 0.122 (0.034) -0.047 (0.067 0.006 (0.006)
PTO S 0.489 (0.035)  0.807 (0.073) 0.204 (0.308)  0.024 (0.072) 0.084 (0.002)
M 0.596 (0.074)  0.869 (0.092) 0.146 (0.022)  0.112 (0.020) 0.008 (0.009)
TE S *0.578 (0.088) 0.615 (0.097) 0.209 (0.062) -0.068 (0.097)  0.0005 (0.020)
M 0.486 (0.029) 0.662 (0.114) 0.170 (0.059)  0.061 (0.010) 0.0009 (0.035)
Lara S *0.562 (0.044) 0.644 (0.076) 0.165 (0.037)  0.084 (0.026) 0.0032 (0.007)
M 0.518 (0.036)  0.605 (0.087) 0.143 (0.031)  0.056 (0.013) 0.0089 (0.010)
Urefia S *0.564 (0.047) 0.766 (0.095) *0.246 (0.06) 0.057 (0.042) 0.0009 (0.0087)
M 0.510 (0.047)  0.699 (0.076) 0.173(0.041)  0.058 (0.018) 0.0270 (0.0071)

S:supervivientes luego de ser expuestos a la CLso de Malation, M: muertos luego de ser expuestos.
* promedio significativamente superior (P<0.05) en especimenes supervivientes comparados con los muertos en la
misma sub-poblacién y superiores a los supervivientes de la cepa NO.
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Figura 21. Clasificacion de los mecanismos enzimaticos basada en el porcentaje de

especimenes supervivientes que exceden el Umbral de Resistencia.

6.3.1 Dosis Knockdown cincuenta (DKsp) y Factor de Resistencia al derribo.
En las sub-poblaciones estudiadas, los valores de las DKsq calculados en base a los

insectos caidos durante la hora de exposicion a la deltametrina oscilaron entre 0.079
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ug/bot y 0.115 pg/bot para el afio 2008, observando el mayor valor en la sub-poblacién
Tres Esquinas seguido por el correspondiente valor para las sub-poblaciones Urefia, Lara
y Pampanito los cuales no fueron diferentes entre ellos debido al traslape de los limites
de confianza, pero si con los obtenidos en la cepa susceptible, New Orleans.

Al calcular los valores de los FRpkso por comparacion con la cepa New Orleans
obtuvimos valores de 4.9 para la sub-poblacion Pampanito mostrando baja resistencia al
derribo y valores entre 5 y 10 en las sub-poblaciones Tres Esquinas, Lara y Urefia
mostrando moderada resistencia al derribo.

Para el afio 2010 se registré aumento significativo en los valores de la DKs, para
las sub-poblaciones Lara (0.216 pg/bot) y Urefia (0.285 pg/bot) con valores para los
FRpkso de 7.7 y 10.2 respectivamente, mostrando moderada resistencia al derribo en la
sub-poblacion Lara y alta resistencia al derribo en la sub-poblacién Urefia. En
contraste, las sub-poblaciones Pampanito y Tres Esquinas no experimentaron cambios
significativos para el 2010, con valores de FRpksg inferiores a 5 (Tabla 10).

Tabla. 10 Dosis Knockdown cincuenta y Factor de Resistencia al derribo en Ae. aegypti

de Venezuela con deltametrina durante los afios 2008 y 2010.

Sub- Afo de DKs LC Pendiente FRpkso
Poblacién Recoleta pg/bot (DS)
NO 2008 0.016 0.012-0.022 1.15(0.12)
2010 0.028 0.021-0.034 1.42 (0.17)
PTO 2008 0.079 0.071-0.087  2.77 (0.38) 4.9
2010 0.099 0.086-0.114  2.05 (0.25) 35
TE 2008 0.115 0.105-0.127  3.06 (0.34) 7.2
2010 0.125 0.107-0.147 1.81 (0.19) 4.5
Lara 2008 0.083 0.077-0.090  4.33 (0.61) 5.2
2010 0.216 0.193-0.243  2.03 (0.25) 7.7
Urefia 2008 0.110 0.068-0.176 1.33(0.35) 6.9
2010 0.285 0.249-0.326 1.63 (0.18) 10.2

DKGsq: Dosis Knockdown cincuenta LC: Limites de Confianza.

FRpkso: Factor de Resistencia.

61



6.3.2 Concentracion Letal cincuenta y Factor de Resistencia

Los valores de las CLsy para deltametrina en las sub-poblaciones evaluadas
estuvieron comprendidos entre 0.031 pg/bot y 0.072 pg/bot para el afio 2008,
observandose el menor valor en la sub-poblacion Urefa, el cual fue diferente
significativamente a los valores del resto de las sub-poblaciones. Al determinar los
FRcis0 se obtuvieron valores de 6.6, 9.0 y 9.0 para las sub-poblaciones Pampanito,
Tres Esquinas y Lara mostrando moderada resistencia al piretroide, en contraste, la
sub-poblacion de Urefia mostro baja resistencia (FRc s 3.9). Todos los valores de DKsg
en las sub-poblaciones estudiadas fueron significativamente superiores a los obtenidos
en la cepa NO. Para el 2010 los valores de la CLsp Se incrementaron significativamente
(p<0.05) en todas las sub-poblaciones, oscilando entre 0.140 pg/bot y 0.294 pg/bot
mostrando la sub-poblacién Pampanito moderada resistencia (FRciso 9.3) y las sub-
poblaciones Tres Esquinas, Lara y Urefia alta resistencia a la deltametrina (FRcso >10).
El valor de la CLsp en la sub-poblacion de Urefia aument6 9 veces para el afio 2010
mostrando la rapida evolucion de la resistencia post-recuperacion a la deltametrina en

esta sub-poblacién, en comparacion con las restantes sub-poblaciones (Tabla 11).

Tabla 11. Concentracion Letal cincuenta y Factor de Resistencia en Ae. aegypti de

Venezuela con deltametrina durante los afios 2008 y 2010.

Sub- Afo de Clsp LC Pendiente FRcLso
Poblacion Recolecta pg/bot (DS)
NO 2008 0.008 0.006-0.013  1.27 (0.14)
2010 0.015 0.013-0.021  1.02(0.13)
PTO 2008 0.053 0.048-0.059  3.09 (0.39) 6.6
2010 0.140 0.125-0.147  2.67 (0.31) 9.3
TE 2008 0.052 0.059-0.088 1.3(0.19) 9.0
2010 0.203 0.179-0.273  1.79(0.23) 135
Lara 2008 0.072 0.066-0.079 2.9 (0.45) 9.0
2010 0.279 0.245-0.317  1.87 (0.24) 18.6
Urefia 2008 0.031 0.022-0.045  0.73(0.13) 3.9
2010 0.294 0.255-0.339  1.53(0.18) 19.6

CLs: Concentracion Letal cincuenta, LC: Limites de Confianza
FRc_s0. Factor de Resistencia
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Al comparar los valores de DKso y CLsg se puede observar que los valores de las
DKs para las sub-poblaciones Pampanito, Tres Esquinas y Urefia en el 2008 fueron
superiores a los valores de CLso, debido a bajos porcentajes de recuperacion a los 60
minutos de exposicion (0%, 0.56%, 0% respectivamente) indicando mayor eficiencia de
la deltametrina a las 24 horas, por el contrario, para el 2010 los valores de CLsg fueron
superiores a los valores de las DKsp en las sub-poblaciones Pampanito, Tres Esquinas y
Lara cuyos porcentajes de recuperacion fueron 9.7%, 12.8%, 9.3% respectivamente,
necesitandose mayor cantidad de deltametrina para matar a los insectos caidos. En la

sub-poblacion Urefia no se encontro diferencia entre ambos valores.

6.3.3 Tiempo Knockdown cincuenta (TKszp)

En la Tabla 12 se muestran los valores de TKs, obtenidos con deltametrina en las
sub-poblaciones de Ae. aegypti de tres estados venezolanos para el 2008 y 2010. Los
valores de TKsp estuvieron comprendidos entre los 45 y 53 minutos en las sub-
poblaciones Pampanito, Lara y Urefia en el 2008 y la cepa susceptible NO, los cuales
fueron calculados a la concentracion de 0.08 pg/bot en Pampanito y Lara, 0.07 pg/bot
para Urefia y 0.025 pg/bot en la cepa NO y no mostraron diferencia entre ellos, segun
el traslape de los limites de confianza. En la sub-poblacién de Tres Esquinas
obtuvimos un menor valor (33 minutos) diferente a los encontrados en el resto de las
sub-poblaciones utilizando para su determinacion una mayor concentracién (0.2 pg/bot).
Para el 2010 observamos que los valores de TK50 estuvieron comprendidos entre 37 y
53 minutos a la dosis de 0.15 pg/bot para la poblacién Pampanito, 0.2 pg/bot para Tres
Esquinas, 0.25 pg/bot para Lara 'y 0.4 pg/bot en Urefia, encontrandose el menor valor en
las sub-poblaciones Pampanito y Urefia las no fueron diferentes entre ellas, pero si con
las sub-poblaciones Tres Esquinas y Lara. Igualmente a lo observado para el 2008 el
valor de TKs para la cepa NO fue similar al resto de las sub-poblaciones evaluadas con
la diferencia que la concentracion utilizada para su determinacion fue mas baja (0.05
pg/bot).

Al comparar los valores de TKsy de cada sub-poblacion en ambos periodos de
investigacion podemos observar diferentes patrones de comportamiento. En las sub-

poblaciones Pampanito y Urefia los valores de TKsy fueron superiores para el 2008 con
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respecto a los obtenidos en el 2010 usando para su determinaciébn menores
concentraciones en el 2008 que en el 2010, lo cual es congruente, a menor concentracion
mayor es el tiempo necesario para derribar a los insectos. En la sub-poblacion Tres
Esquinas el valor de TKsy fue menor en el 2008 aungue fueron utilizadas las mismas
concentraciones en ambos afios y en la sub-poblacion de Lara no se encontrd diferencia
significativa entre estos parametros en ambos periodos de evaluacion aunque en el 2008

la concentracion usada fue inferior (Fig. 22).

Tabla 12 Valores de TKsoobtenidos en Ae. aegypti de Venezuela a la concentracién

mas cercana a los valores de DKso con deltametrina.

Sub- YTKs) ’LC %b (+ DS)
Poblacién Horas:minutos

0:51 0:45-0:57 2.1 (0.28)

NO 2008 0:45 0:38-0:47 2.8 (0.16)
2010

PTO 2008 0:50 0:45-0:55 2.8 (0.38)

2010 0:37 0:33-0:40 2.9 (0.35)

TE 2008 0:33 0:31-0:36 3.1(0.28)

2010 0:48 0:44-0:53 1.7 (0.20)

Lara 2008 0:53 0:47-0:60 2.8 (0.44)

2010 0:53 0:48-0:59 2.3(0.24)

Urefla 2008 0:45 0:42-0:48 3.4 (0.39)

2010 0:36 0:33-0:41 1.72 (0.24)

Tiempo Knockdown cincuenta, 2 Limites de Confianza. *b: pendiente de recta de regresion.

0 i T T T T T T T 1
PTO PTO TE TE Lara Lara UrefaUrena
2008 2010 2008 2010 2008 2010 2008 2010

Figura 22. Tiempos Knockdown cincuenta (TKsg) en Ae. aegypti de Venezuela con
deltametrina durante los afios 2008 y 2010.
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6.3.4 Tiempo Letal cincuenta (TLsp)

Los valores de TLsp para el 2008 estuvieron comprendidos entre 3 horas 40
minutos y 8h 41 min en las sub-poblaciones Pampanito, Tres Esquinas y Urefa los
cuales no mostraron ser diferentes entre si ya que los limites de confianza se traslapan.
Estos valores fueron determinados a la concentracion de 0.065 pg/bot para Pampanito,
0.08 para Tres Esquinas y 0.05 para Urefia. En contraste, en la sub-poblacién Lara se
obtuvo el menor Tiempo Letal cincuenta (1h 37 minutos) a una concentracion de 0.08
pg/bot el cual no fue diferente al obtenido en la cepa susceptible NO teniendo en
consideracién que esta concentracion fue 10 veces mayor que la utilizada con la cepa
NO (0.008 pg/bot).

Para el 2010 las sub-poblaciones Pampanito, Tres Esquinas y Lara no mostraron
diferencias entre ellas en los valores de TLsy oscilando entre 1h 06min y lhora 27
minutos, los cuales fueron calculados a la concentracion 0.15 pg/bot, 0.25 pg/bot y 0.3
pg/bot respectivamente. En la cepa New Orleans obtuvimos un valor de TLso de 3 h 02
minutos a la concentracion 0.025 pg/bot, 6 veces mas baja que la menor concentracion
utilizada para determinar las TLsg en las sub-poblaciones de campo. EI mayor valor para
el TLso se obtuvo en la sub-poblaciéon Urefia y correspondié a 21h 16 minutos a una
concentracion de 0.2 pg/bot, necesitdindose mayor tiempo de exposicion para lograr
matar a los insectos de esta sub-poblacion si se compara con el tiempo necesitado para
matar a los insectos de las restantes sub-poblaciones donde se utilizaron concentraciones
muy similares (Tabla 13).

Al comparar los valores de TLsy de cada sub-poblacion en ambos periodos de
investigacion se observd que en las sub-poblaciones Pampanito y Tres Esquinas los
valores de TLso fueron superiores para el 2008 con respecto al 2010 usando para su
determinacion concentraciones inferiores en el 2008, en contraste, en la sub-poblacion
Urefia encontramos que el valor de TLsp fue menor en el 2008 a una concentracion 4
veces mas baja que la utilizada para el 2010. En la sub-poblacion Lara no se encontrd
diferencia significativa en ambos periodos aungue la concentracion utilizada en el 2008
fue inferior a la del 2010 (Fig. 23).
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Tabla 13 Valores de TLso obtenidos en Ae. aegypti de Venezuela a la concentracion
mas cercana a los valores de CLs con deltametrina.

Sub- Y(TLso) LC “p (+ DS)
Poblacion Horas:minutos
NO 2008 1:53 1:17-2:12 1.0 (0.08)
2010 3:02 2:03-4:09 1.4 (0.16)
PTO 2008 3:40 2:39-5:02 0.7 (0.09)
2010 1:27 1:05-1:58 0.5 (0.06)
TE 2008 5:15 4:07-6:59 0.8 (0.07)
2010 1:27 1:12-1:41 0.9 (0.02)
Lara 2008 1:37 1:17-2:00 0.9 (0.09)
2010 1:06 0:46-1:34 0.5 (0.07)
Urefla 2008 8:41 5:58-12:45 0.7 (0.05)
2010 21:16 11:53-23:35 0.6 (0.07)

Tiempo Letal cincuenta,’b: pendiente de la recta de regresion.LC: Limites de Confianza.

25 ~

20 A

10 ~
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PTO PTO TE TE Lara Lara UreflaUreia
2008 2010 2008 2010 2008 2010 2008 2010

TL50 horas:min

Fig. 23 Tiempos Letales cincuenta (TLsp) en Ae. aegypti de Venezuela con deltametrina
durante los afios 2008 y 2010.

6.3.5 Mecanismos de Resistencia Enzimatica

6.3.5.1 Enzimas seleccionadas con CLsg

En la Tabla 14a y Figura 24a se muestran los promedios y desviacién standard de
los cinco sistemas enzimaticos evaluados: a-esterasas, B-esterasas, MFO, GST y IAChE

para el 2008, asi como el porcentaje de especimenes supervivientes que exceden el
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umbral de resistencia determinado en la cepa New Orleans. Luego de exponer las sub-
poblaciones a los respectivos valores de CLsp con deltametrina, se encontraron niveles
de GST superiores en hembras supervivientes de la sub-poblacion Lara con respecto a
las muertas y a la vez superiores a los niveles encontrados en las hembras supervivientes
de la cepa New Orleans con un 86.7% de estos especimenes excediendo el umbral de
resistencia siendo categorizado como un mecanismo enzimatico alterado (A) segun
Montella et al., (2007) (Fig. 25). Niveles sobre-expresados de iAChE fueron registrados
en hembras supervivientes de la sub-poblacién Urefia con un 3.3% de los especimenes
rebasando el umbral de resistencia quedando categorizado como un mecanismo no
alterado (NA).

Para el 2010, sobre-expresion de MFO se registrd en los supervivientes de la sub-
poblacién Tres Esquinas con 23.3% de los especimenes excediendo el umbral de
resistencia (mecanismo incipientemente alterado). En las sub-poblaciones Pampanito y
Tres Esquinas se observaron niveles sobre-expresados de GST con 100% de
sobrevivientes excediendo el umbral (mecanismo alterado) y asi como, IAchE en las
sub-poblaciones Pampanito, Lara y Urefia con 0%, 50% y 3.3% respectivamente
(Tabla 14b y Fig. 24b).

Tabla 14. Promedio y Desviacion standard de las absorbancias para cada enzima en Ae.

aegypti de Venezuela expuestas a la CLsp con deltametrina.

a) 2008
Sub- a-esterasas B-esterasas MFO GST iIAChE
Poblacion
NO S | 0.766 (0.086) 0.948 (0.090) 0.433 (0.084) 0.051 (0.009) -0.036 (0.043)
M 0.775 (0.054) 0.987 (0.092) 0.334 (0.059) 0.020 (0.051) 0.004 (0.002)
PTO S| 0.661(0.025) 0.895 (0.092) 0.242 (0.046) 0.095 (0.022) -0.104 (0.037)
M 0.779 (0.035) 0.763 (0.096) 0.226 (0.047) 0.092 (0.021) 0.018 (0.016)
TE S 0.806 (0.046) 0.814 (0.101) 0.191 (0.045) 0.064 (0.014)  0.011 (0.008)
M 0.683 (0.057) 0.736 (0.055) 0.205 (0.040) 0.062 (0.015)  0.004 (0.002)
Lara S 0.743 (0.056) 1.029 (0.082) 0.285 (0.052) *0.098 (0.021)  0.012 (0.006)
M 0.821 (0.110) 1.132 (0.119) 0.273 (0.054) 0.0005 (0.038)  -0.001 (0.006)
Urefia S | 0.778(0.098) 0.955 (0.091) 0.325 (0.082) 0.008 (0.021) *0.001 (0.006)
M 0.794 (0.135) 0.941 (0.105) 0.277 (0.091) 0.050 (0.036) -0.043 (0.069)
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b) 2010

Sub- a-esterasas  p-esterasas MFO GST iIAChE
Poblacion
NO S 0.674 (0.502) 1.100 (0.984) 0.192 (0.053) -0.039 (0.061) -0.116 (0.078)
M 0.809 (0.045) 0.981 (0.118) 0.233 (0.063) -0.004 (0.038) 0.011 (0.008)
PTO S 0.693(0.114) 0.791 (0.139) 0.209 (0.090) *0.378 (0.087) *0.009 (0.009)
M 0.720 (0.060) 0.802 (0.099) 0.189 (0.076) -0.014 (0.036) -0.018 (0.044)
TE S 0.755 (0.101) 0.858 (0.132) *0.325 (0.095) *0.631 (0.077) 0.006 (0.022)
M 0.917 (0.106) 0.924 (0.111) 0.253 (0.104) 0.039 (0.014) -0.030 (0.066)
Lara S 0.636 (0.087) 0.925 (0.169) 0.175 (0.062) 0.023 (0.021) *0.036 (0.054)
M 0.657 (0.055) 0.911 (0.066) 0.289 (0.088) 0.019 (0.197) -0.106 (0.071)
Urefia S 0.555 (0.045) 0.939 (0.051) 0.123 (0.025) 0.030 (0.007) *0.010 (0.012)
M 0.769 (0.064) 0.905 (0.702) 0.134 (0.095) 0.024 (0.013) -0.170 (0.057)

S:supervivientes, M: muertos luego de ser expuestos a la CLs, de deltametrina.
* promedio significativamente superior (P<0.05) en especimenes supervivientes comparados con los muertos en
la misma sub-poblacidn y superiores a los supervivientes de la cepa NO.

Tabla 15. Regresion Lineal y R? entre los valores de CLsp Y los niveles de enzimas
(promedio de absorbancia) en hembras de Ae. aegypti supervivientes luego de ser

expuestas a la deltametrina.

2008 2010
Enzima Coeficiente de  Significancia Coeficiente de  Significancia
Determinacion Determinacion
R? R
a-esterasas 0.004 0.920 0.222 0.424
B-esterasas 0.039 0.751 0.198 0.453
MFO 0.791 0.044* 0.050 0.719
GST 0.359 0.286 0.002 0.950
iIAChE 0.063 0.685 0.771 0.050

* P<0.05
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Promedio de Absorbancia
Promedio de Absorbancia

* promedio significativamefite superior (P<0.05) en especimenes supervivientes comparados con los
muertos en la misma sub-poblacion y superiores a los supervivientes de la cepa NO.

Figura 24. Niveles enzimaticos en Aedes aegypti de Venezuela expuestos a la CLso.

deltametrina durante los afios 2008 y 2010.
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Figura 25. Clasificacién de los mecanismos enzimaticos basada en el porcentaje de

especimenes supervivientes que exceden el Umbral de Resistencia.
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6.3.5.2 Enzimas seleccionadas con DKs

Las sub-poblaciones de campo en el afio 2010 fueron expuestas a las DKsp-
deltametrina y determinados los niveles de enzimas detoxificativas en hembras que no
fueron derribadas luego de 1h de exposicion, las que se recuperaron a las 4h y las
supervivientes y muertas a las 24 horas. En las sub-poblaciones Pampanito, Tres
Esquinas y Urefia se observd que los niveles de alfa-esterasas se incrementaron
significativamente entre las 4 h y 24 horas post-exposicion, sin diferencia con los niveles
obtenidos en la cepa susceptible NO. En la sub-poblacion Lara no se observaron
diferencias significativas entre los niveles enzimaticos a los diferentes horarios ni con
los obtenidos en la cepa NO.

Con respecto a las beta-esterasas, en las sub-poblaciones Pampanito, Lara y Urefia
se observd incremento significativo en las hembras supervivientes a las de 24 horas
post-exposicién, siendo diferentes significativamente a los obtenidos en la cepa
susceptible NO; al comparar estos resultados con los observados en las muertas a las 24h
se encontré que solo en la sub-poblacion Urefia los niveles en los supervivientes a las
24h fueron superiores significativamente. En Tres Esquinas no hubo diferencia entre los
niveles enzimaticos expresados en la sub-poblacion en los diferentes horarios ni con
los de la cepa NO.

Niveles incrementados de MFO fueron encontrados en hembras supervivientes de
las sub-poblaciones Lara y Urefia los cuales fueron significativamente superiores a los
obtenidos en las hembras muertas solo en la sub-poblacion Urefia y al compararlos con
los obtenidos en los supervivientes de la cepa NO no se encontré diferencia entre elloss.

En las sub-poblaciones Pampanito y Urefia los niveles de GST se comportaron
similar a las otras enzimas, aumentando entre 4 h y 24 h post-exposicién sin diferencia
con los niveles expresados en las muertas pero superiores a niveles encontrados en las
supervivientes de la cepa NO. En todas las sub-poblaciones estudiadas no se
encontraron diferencias entre los niveles de iIAChE incluyendo a los obtenidos en la
cepa NO (Tabla 16 y Fig. 26).

En base a los resultados obtenidos podemos sugerir que las sub-poblaciones
estudiadas presentan un patron de comportamiento similar en la expresion enzimatica

luego de ser expuestas a la DKsp-deltametrina, incrementandose o activandose entre 4 h
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y 24h posteriores a la exposicion con el insecticida. Analisis de regresion lineal fueron
Ilevados para conocer el grado de asociacion entre los niveles enziméticos y las DKz a
las cuales fueron expuestas las sub-poblaciones, no encontrandose en ningin caso
alta correlacién en base al valor de la R? para cada enzima (Tabla 17), por lo que no se

asocio la sobre-expresion enzimatica con la resistencia al derribo.

Tabla 16. Promedio y Desviacion standard de las absorbancias para cada enzima en Ae.

aegypti de Venezuela expuestas a la DKsy con deltametrina.

Sub- a-esterasas  B-esterasas MFO GST IAChE
poblacién (DS) (DS) (DS) (DS) (DS)
NO [ 1h 0.775 (0.045) 0.732(0.054)  0.118(0.034)  -0.018 (0.087)  -0.025 (0.006)
4h 0.881 (0.676) 0797 (0.094)  0.114(0.030)  -0.046(0.033)  *0.010(0.006)
243 0.893 (0.043) 0.680 (0.060)  *0.247 (0.100) ~ -0.062 (0.057)  0.008 (0.005)
24M 0.929 (0.098) 0618 (0.047)  0.155 (0.029) 0.043 (0.009)  -0.004 (0.018)
PTO | 1h 0.735 (0.044) 0.690 (0.064)  ©0.183(0.059)  ©0.041 (0.010) 0.003 (0.006)
4h 0.726 (0.058) 0.660 (0.078)  0.171(0.041)  -0.015 (0.035) 0.007 (0.189)
245 *0.896 (0.132)  *°0.780 (0.079)  0.182 (0.057) * °0.042 (0.012)  -0.017 (0.098)
24M 0.817 (0.058) 0.771 (0.088)  0.189 (0.053)  0.0361 (0.008) 0.008 (0.011)
TE | 1h 0.473 (0.042) 0749 (0.082)  0.134(0.036)  °©0.035(0.007)  -0.022 (0.058)
4h *0.716 (0.074) 0.694 (0.065)  0.151(0.054)  ©0.037 (0.007) 0.007 (0.011)
243 *0.885 (0.112) 0694 (0.053)  0.186(0.080)  °©0.034(0.013)  -0.015 (0.029)
24M 0.760 (0.013) 0.755 (0.065)  *0.128 (0.035) 0.029 (0.010) 0.007 (0.006)
Lara | 10 0.752 (0.066) 0.600 (0.056)  ©0.175(0.057)  ©0.034 (0.011) 0.001 (0.013)
4h 0.762 (0.084) *0.748 (0.097)  °0.211(0.061)  ©0.037 (0.010) 0.003 (0.013)
245 0719 (0.054)  *°0.819 (0.067)  *0.283(0.120)  °0.038 (0.010) 0.009 (0.008)
24M 0.747 (0.055) 0.835(0.101)  0.195(0.071) 0.029 (0.010) 0.003 (0.009)
Urefia | h ©0.874 (0.078) 0.799 (0.074)  ©0.220 (0.036)  °0.046 (0.009) ©0.01 (0.005)
4h 0.835 (0.100) 0.745(0.069)  0.186 (0.044)  -0.016 (0.070) 0.003 (0.020)
243 *0.954 (0.120)  *°1.021(0.121)  *0.218 (0.061)  *°0.038 (0.009) -0.05 (0.090)
24M %1152 (0.187) ©0.755 (0.058)  0.149 (0.038)  ©0.008 (0.047) 0.011(0.006)

* promedio significativamente superior (P<0.05) entre especimenes de la misma sub-poblacién.

opromedio significativamente superior (P<0.05) con respecto a los supervivientes de la cepa NO.
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Tabla 17. Regresion Lineal y R? entre los valores de DKso v los niveles de enzimas
(promedio de absorbancia) en hembras de Ae. aegypti de Venezuela.

Enzima R’ Significancia
Alfa-esterasas 1h 0.006 0.901
4h 0.127 0.557
24S 0.006 0.676
24M 0.015 0.842
Beta-esterasas 1h 0.007 0.895
4h 0.007 0.896
24S 0.524 0.167
24M 0.697 0.079
MFO 1h 0.534 0.161
4h 0.743 0.060
24S 0.013 0.856
24M 0.007 0.897
GST 1h 0.732 0.065
4h 0.431 0.229
24S 0.683 0.085
24M 0.706 0.075
iIAChE 1h 0.468 0.203
4h 0.431 0.229
24S 0.242 0.400
24M 0.529 0.164

En la sub-poblacion Urefia se encontraron niveles sobre-expresados de Beta-
esterasas superiores significativamente en hembras supervivientes que en las muertas y a
superiores a los niveles encontrados en la cepa NO y al evaluar el grado de asociacién
estos niveles enzimaticos y el valor de la DKz se encontrd baja correlacion entre ambas
variables (R* 0.524 sig. 0.167) por lo que se infiere que la DKso no induce a la sobre-
expresion de las Beta-esterasas.
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Figura 26. Niveles enzimaticos en Ae. aegypti de Venezuela luego de ser expuestos a la
DKso-deltametrina durante los afios 2008 y 2010.
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6.3.6 Mecanismo de Resistencia kdr

6.3.6.1 Frecuencia de la mutacion 1le1,016 en sub-poblaciones naturales de
Aedes aegypti de Venezuela.

Los productos de PCR alelo-especifico para el sistema Vall,016lle fueron
fragmentados por electroforesis en geles de agarosa al 3% disuelto en buffer TBE 1X,
detectando al alelo silvestre G/G (Val1,016/Val1,016) el cual correspondié a una banda
de 98 pb y al alelo mutante A/A (1le1,016/1le1,016) a una banda de 78pb tal como se
muestra en Figura 26. Ambas bandas se detectaron en los mosquitos heterocigotos
Vall,016/1le1,016.

La sub-poblacion Pampanito en el 2008 y en el 2010 no presenté homocigotos
mutantes 1le1,0161le1,016 en ambos periodos de investigacion con predominio del
genotipo homocigoto silvestre Val1,1016/Val1,016 (96%), asi como en las sub-
poblaciones Tres Esquinas y Lara 2010 con 97% y 85% respectivamente. En contraste,
en las sub-poblaciones Lara 2008 y Urefia 2010 se observaron homocigotos mutantes
con 18% y 6.6% respectivamente. En todas las sub-poblaciones se presentaron
heterocigotos Val1,016/1le1,016 en diferente proporcién. En la tabla 18 se muestran los
valores de las frecuencias del alelo 1le1,016 en las sub-poblaciones de Ae. aegypi de
Venezuela registrandose la mayor frecuencia en la sub-poblacion Lara 2008 con un
valor de 0.37, seguida por la sub-poblacién Urefia 2010 con una frecuencia de 0.23,
Lara 2010 con 0.07, Pampanito 2008-2010 con 0.02 y Tres Esquinas 2010 con 0.01.

2 3 4 AN EARAE SIS 303 S

1.Marcador de Peso Molecular de 25-500 pb

2. Genotipo homocigoto mutante //e1,016/1le1,1016 (IMUS) .

3. Genotipo homocigoto silvestre Val1,016/Vall,106 (New Orleans)
4. Genotipo heterocigoto Val1.016/1le1.016.

5. Control negativo (Agua Ultrapurificada)

Fig. 27. Geles de agarosa al 3% mostrando los genotipos de la mutacion 1le1,016 en
Ae. aegypti de Venezuela.
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Tabla 18 Genotipos y frecuencia del alelo 11e/1,016 en Aedes aegypti de Venezuela.

Sub-poblacion Afio de N AIA AIG G/G  Frecuencia alélica
Coleccion 11e1,016

Pampanito 2008 27 0 1 26 0.02
2010 33 0 1 32 0.02
Tres Esquinas 2010 36 0 1 35 0.01
Lara 2008 38 7 14 17 0.37
2010 34 0 5 29 0.07
Urefia 2010 15 1 5 9 0.23

N: Numero de mosquitos evaluados
G/G: genotipo Vall,016/Val1,016, A/G: Val1,016/11e1,016 y A/A: 1le1,016/11e1,016.

Nuestros resultados muestran que la frecuencia alélica 111,016 en la sub-
poblacion Pampanito no experimentd cambios para el 2010, lo cual concuerda con los
resulatados obtenidos mediante bioensayos, evidenciando que la resistencia al derribo no
evoluciond para el 2010 con valores similares de las DKsyy FRpkso menores a 5. Con
respecto a la sub-poblacién Lara, se observd incongruencia entre los resultados
obetnidos mediante bioensayos y las frecuencias alélicas en 2008 y 2010, ya que la
mayor frecuencia alélica fue encontrada en el 2008 y la mayor DKso en el 2010, si
evaluamos los valores de FRpkso en ambos periodos de investigacion tenemos que
estos estan comprendidos entre 5y 10 correspondiendo a moderada resistencia al derribo
asociada con la presencia del genotipo heterocigoto de la mutacién 1le1,016. En
contraste, la sub-poblacion Urefia en la cual se observé mayor resistencia al derribo para
el 2010 (FRpkso 19.6) se encontr6 la mayor frecuencia alélica para este periodo
mostrando correlacion entre los bioensayos y las pruebas moleculares.

Todas las sub-poblaciones estuvieron en equilibrio genético para el locus

estudiado segun la Ley de Hardy- Weinberg con base en la prueba de XZ de Pearson, ya

que los valores calculados fueron inferiores al valor tabulado (3.84). Al determinar los
coeficientes de endogamia (FIS) se obtuvieron valores de menores a 0 en las sub-
poblaciones Pampanito 2008 y 2010 y Tres Esquinas 2008, en contraste con lo
encontrado en las sub-poblaciones Lara 2008 y 2010 y Urefia 2010 donde los valores de

Fis fueron superiores a 0 (Tabla 19).
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Tabla 19. Frecuencia del alelo 11e1,016, intervalos de confianza 95% y coeficientes de

endogamia en sub-poblaciones naturales de Ae. aegypti de Venezuela.

Sub-poblacién Frecuencia Wald 95% CI Fis
11e1,016
Pampanito 2008 0.02 -0.02/0.18 -0.02
2010 0.02 -0.02/0.18 -0.02
Tres Esquinas 2010 0.01 -0.01/0.14 -0.01
Lara 2008 0.37 0.23/0.53 0.21
2010 0.07 0.02/0.22 -0.07
Urefa 2010 0.23 0.09/0.49 0.07

ClI: Intervalo de Confianza

Fis: Coeficiente de Endogamia

6.4.2 Asociacion entre genotipos y fenotipos de la mutacion 1le1,016 en sub-
poblaciones sometidas a la DKsg durante el afio 2010,

El genotipo homocigoto mutante I1le1,016/1le 1,016 no se presentd en las hembras
que no fueron derribadas luego de 1h en la sub-poblacion Pampanito, baja proporcion
(3.3%) en las sub-poblaciones Tres Esquinas (n=1) y Lara (n=1) y en mayor proporcion
(53%) en Urefia (n=16).

Las hembras recuperadas a las 4 horas resultaron en un 26.6% de la sub-poblacién
Pampanito heterocigotos (n= 8), 36.6% en Tres Esquinas (n=11), 40% en Lara (n=12) y
33.3% en Urefia (n=10) concordando con lo encontrado por Saavedra et al., (2007)
quienes encuentran que la mitad de los mosquitos recuperados a las 4 horas fueron
heterocigotos, por lo que siguieren que la deteccidén de la resistencia tipo kdr, estaria
mejor fundamentada si el registro se realiza a las 4 horas en vez de una hora post-
exposicion.

En los supervivientes de la sub-poblacién Tres Esquinas a las 24 horas se observo
mayor proporcion del genotipo homocigoto silvestre Vall1,016/Val1,016 (100%), seguida
por la sub-poblacién Pampanito con 93.3% (n=28), Lara 73.3% (n=22 ) y en menor

proporcion en Urefia con 20% (n=6 ).
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Tabla 20. Genotipos y fenotipos de la mutaciéon 11e1,016 en sub-poblaciones de Ae.
aegypti de Venezuela sometidas a la DKsp en el 2010,

Sub-poblacion A/A G/A G/G
Pampanito 1h 0 10 20
4h 0 8 22

24°S 1 1 28

24 M 0 3 27

Tres Esquinas  1h 1 10 19
4h 0 11 19

24°S 0 0 30

24 M 0 15 15

Lara 1h 1 9 20
4h 2 12 16

24 S 0 8 22

24 M 1 14 15

Urefia 1h 16 7 7
4h 6 10 14

24°S 2 22 6

24 M 3 20 7

AJA: homocigoto mutante, G/A: heterocigoto, G/G: homocigoto silvestre.
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7. DISCUSIONES

En Venezuela, temefos granulado al 1% es el Unico larvicida quimico usado para
el control del mosquito vector del dengue por més de 40 afios, y resulta sorprendente la
susceptibilidad de las sub-poblaciones de Ae. aegypti evaluadas en el presente estudio a
este insecticida. A pesar de que para 1995 en Venezuela Mazzarri and Georghiou
encuentran poblaciones de Ae. aegypti resistentes al temefos en las localidades de Coro
y Maracay, al igual que Bisset et al. en el (2001) en Aragua, Miranda y Téachira los
valores de FRp 5o fueron bajos (< a 5) mostrando baja resistencia al larvicida y solo en
la poblacion de Apure encontraron alta resistencia FRpiso (11.1) con niveles de a-
esterasas A4 sobre expresados.

En las sub-poblaciones evaluadas se observd un comportamiento similar, ya que
mostraron baja resistencia al temefos con valores para los FRciso < 5y con niveles
sobre-expresados de P-esterasas y MFO, los cuales no fueron asociados con la baja
resistencia encontrada, pudiéndose deber a la aplicacion interrumpida del quimico, tal
como lo refiere Wirth and Georghiou (1999) quienes sugieren que la resistencia al
temefos es inestable en ausencia de la presion de seleccién, justificando la efectividad
mantenida en el tiempo de este larvicida. Aun cuando en el presente estudio no se
encontrd una resistencia importante al temefos, se sugiere evaluacién continua de este
larvicida en cualquier poblacion del vector que se desee controlar, asi como la rotacion
con insecticidas bioldgicos o inhibidores de crecimiento para tratar conservar
poblaciones susceptibles o impedir evolucion de la resistencia, preservar la vida util del
producto o evitar problemas de resistencia cruzada con otros insecticidas.

Con respecto al malation, la resistencia al organofosforado en Ae. aegypti se ha
difundido por todo el Caribe, América Central y América del Sur, pero existen aln
reportes de poblaciones susceptibles en Panama, Cuba (Bisset et al., 2003, 2004) y Viet
Nam (Huong et al.,, 2004). En esta investigacion se encontraron valores de FRcLso
inferiores 5 en ambos periodos de evaluacion, mostrando baja resistencia al malation en
las sub-poblaciones de los estados Trujillo, Lara y Téachira, concordando con lo

reportado por Mazzarri and Georghiou (1997) en poblaciones Ae. aegypti de los estados
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venezolanos Aragua y Falcon y en contraste con el estudio de Pérez and Molina (2009)
quienes encuentran alta resistencia al malation en larvas de Ae. aegypti de los
municipios  Girardot, Mario Bricefio Iragorri y Urdaneta del estado Aragua en
Venezuela (FRsp 69.5, 150.6 y 113.5) con sobre-expresion de esterasas y citocromo
oxidasas, quedando demostrado que la resistencia es focal.

Las sub-poblaciones evaluadas durante los afios 2008 y 2010 exhibieron niveles
sobre-expresados de a-esterasas, B-esterasas y MFO, cuya participacion en el
metabolismo del malatién no fue dilucidada, a pesar de existir reportes que involucran a
estos mecanismos enzimaticos como responsables de la resistencia al malation en
poblaciones de Ae. aegypti de Venezuela y de Latinoamérica (Rodriguez et al., 2007,
Pérez and Molina, 2009).

Luego de aproximadamente cuatro décadas de la introduccion de los piretroides,
aun estos siguen siendo unos de los principales grupos de insecticidas aplicados para el
control de una amplia gama de plagas agricolas y vectores de enfermedades (Davies and
Williamson 2009). La resistencia a piretroides y en especial a la deltametrina ha sido
reportada en diferentes poblaciones de Ae. aegypti de Venezuela (Mazarri and
Georghiou,1995; Pérez and Molina, 2002, Rodriguez et al., 2007). En las sub-
poblaciones evaluadas se demostré la evolucion de la resistencia al derribo a la
deltametrina en el 2010, debido a la presencia de la mutacion 1le1,016 en el gen que
codifica para el canal de sodio, especificamente en el dominio Il segmento
transmembranal 6 (11S6). Las mayores frecuencias del alelo 1le1,016 para el 2010 se
presentaron en las sub-poblaciones Lara (0.07) y Urefia (0.23) en las cuales se
obtuvieron los maximos valores de los FRpkso 18.6 y 19.6 respectivamente, asociando
la presencia de la mutacion 1le1,016 con la resistencia kdr a la deltamterina. Desde el
afio 2007 Rodriguez et al., reportaron la presencia de las mutaciones Ile1,016, Met1,011
y Vall,011 presentes en el segmento hidrofobico del dominio Il del gen que codifica
para el canal de sodio dependiente de voltaje, en 9 poblaciones naturales de Ae. aegypti
procedentes de los estados venezolanos Sucre, Anzoategui, Lara, Portuguesa, Zulia,
Tachira, Miranda, Bolivar y Apure, encontrando frecuencias para lle1,016 comprendidas
entre 0.00 y 0.140, para Met1,011 entre 0.203 y 0.512 y para Val1,011 0.000 y 0.087.

Estos mismos autores realizaron experimentos de seleccién, uno con deltametrina en una
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poblacién de campo de Santiago de Cuba y otro con permetrina en una poblacién
denominada Isla Mujeres, México y estimaron las frecuencias alélicas de las
mencionadas mutaciones, encontrando que la frecuencia de 1le1,016 se incremento
significativamente desde 0.033 en la coleccion original de Santiago de Cuba hasta 0.567
(prueba exacta de Fisher, P= 6.6 x 10™%) en la generacién F12 y 0.883 (P= 2.20 x 10™%°)
después de una seleccién adicional con deltametrina, de forma similar, la frecuencia de
I1e1,016 se incrementd de 0.259 hasta la fijacion después de cinco generaciones de
seleccion con permetrina de la cepa de Islas Mujeres (P= 2.20 x 10-16). En contraste, la
frecuencia del alelo Met1,011 decreci6 de 0.517 en la coleccion original de Santiago
de Cuba de 0.533 a 0.283 en las generaciones F12 y F13, respectivamente, después de la
seleccién con deltametrina (prueba exacta de Fisher, P = 1.000, 0.015 respectivamente),
asi como, también disminuyé de 0.317 en la poblacion de Isla Mujeres a 0.125 después
de cinco generaciones seleccionadas con permetrina (P = 0.0224). En el presente estudio
se encontraron frecuencias del alelo 11e1,016 para el 2010 superiores a las reportadas por
Rodriguez et al., en el 2007 sugiriendo una mayor presion de seleccion con piretroides
al pasar de los afos, especificamente en la sub-poblacion de Lara (Barquisimeto) en el
2007 cuya frecuencia alélicas 11e1,016 fue de 0.010 (Rodriguez et al., 2007) y para el
2010 de 0.07, asi como, en Téachira para el 2007 la frecuencia fue de 0.000 y para el
2010 de 0.23 y aunque los sitios de recolecta fueron diferentes pertenecen al mismo
estado pudiendo ser este el reflejo de la situacion general en Ae. aegypti en Venezuela
debido a la fuerte presiéon de seleccidén con insecticidas quimicos para el control del
dengue y plagas agricolas. En el presente estudio se evidencio que la presion de
seleccion favorecié la evolucion de la resistencia a la deltametrina en las sub-
poblaciones evaluadas lo cual se vio de manera mas acentuada en la sub-poblacién de
Urefia procedente de una localidad cuya principal actividad econémica es la agricultura,
experimentando para el 2010 aumento en los valores de las CLsoy DKsg 9.5 y 2.5 veces
respectivamente.

Existen reportes de Ae. aegpyti resistentes a piretroides debido a resistencia
cruzada con DDT (Hemingway et al., 1989, Brengues et al., 2003), ya que comparten el
sitio blanco, el canal de sodio dependiente de voltaje, lo cual pudiera ser un factor
adicional presente en nuestras sub-poblaciones, debido a la presion de seleccidn ejercida

80



con la aplicacion de DDT por varias décadas en Venezuela para el control de la Malaria
y otras enfermedades metaxénicas. Rodriguez et al. (2007) asocian la resistencia a la
deltametrina en larvas de Ae. aegypti de Venezuela y otros paises de Latinoamérica con
la actividad de dos enzimas metabolicas, las esterasas y las GSTs, asi como las
citocromo oxidasas (Berge et al., 1998), sin embargo, en esta investigacion no se
encontraron mecanismos enzimaticos asociados con la resistencia post-recuperacion a la
deltametrina, concordando con Hemingway et al., (1989) quienes refieren que la
resistencia a piretroides en cepas de Ae. aegypti de Puerto Rico se debia a un incremento
en sitios alterados que provocaban insensibilidad nerviosa (kdr), mas que a mecanismos
metabdlicos. La supervivencia de las hembras ademaés ser producto de la mutacion kdr
pudiera estar intensificada debido a que tienen una maquinaria de enzimas adaptadas
para metabolizar sangre, tal como lo refiere Saavedra (2007). Este autor menciona que
las tripsinas y quimiotripsinas son la principales enzimas envueltas en la digestion de
proteinas y que la sobre-expresion de los genes que codifican para ellas han sido
reportado en cepas resistentes a insecticidas en Drosophila melanogaster y Musca
domestica (Pedra et al., 2004, Ahmed et al., 1998), asi como, disminucion en la
regulacion de tres genes que codifican para estas enzimas en una cepa de Anopheles
stephensi resistente a permetrina (Vontas et al., 2007).

Es importante destacar que los estados Lara y Tachira (Urefia) son dos de los siete
estados venezolanos que aportaron mayor nimero de casos de dengue durante los afios
2008 y 2010 y a pesar del esfuerzo realizado por los entes gubernamentales para tratar
de controlar a Ae. aegypti en estas y otras entidades federales, la falla en los programas
de control es evidente, reflejandose en la casuistica del dengue para el 2010 la cual se
incrementd de 48.048 en el 2008 a 106.725 casos en la semana epidemiolégica No. 43
del 2010, pudiéndose deber a la resistencia de Ae. aegypti a la deltametrina, entre otras
causas. La lucha contra el dengue en Venezuela se centra en la fumigacion de éareas
criticas para destruir la poblacion adulta de Ae. aegypti y en camparias informativas para
que la poblacién tome conciencia del problema y elimine los focos de agua contaminada
en los que este insecto deposita sus huevos, por lo que los resultados obtenidos en este
estudio aportan informacion importante que debe ser considerada para continuar o

suspender el uso de deltametrina en los programas de control.
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8. CONCLUSIONES

Se demostro la baja resistencia al larvicida temefos en las sub-poblaciones de Ae.
aegypti de los estados Trujillo, Lara y Tachira durante los afios 2008 y 2010, con sobre-
expresion de las enzimas B-esterasas y MFO no asociandolas con la baja resistencia
encontrada.

Las sub-poblaciones evaluadas mostraron baja resistencia al organofosforado
malation en ambos periodos de investigacion con valores de FRp.so inferiores a 5,
exhibiendo niveles sobre-expresados de o y B esterasas no pudiendo dilucidar el papel de
estas enzimas en el metabolismo del insecticida.

La evolucién de la resistencia a la deltametrina tanto al derribo como post-
recuperacion fue demostrada en las sub-poblaciones Pampanito, Tres Esquinas, Lara y
Urefa para el 2010. Especificamente en las sub-poblaciones Urefia y Lara se observaron
los mayores valores de las CLsp y DKso sugiriendo que estas sub-poblaciones han estado
sometidas a una fuerte presion de seleccion en el campo para el control de Ae. aegypti y
de plagas agricolas.

La mutacién 11e1,016 que confiere resistencia a piretroides fue observada en todas
las sub-poblaciones evaluadas registrandose la mayor frecuencia alélica 11e1,016 en la
sub-poblacion Urefia seguida de la sub-poblacion Lara para el 2010, asociando la
presencia de esta mutacion con la resistencia encontrada. Todas las sub-poblaciones
estuvieron en equilibrio Hardy-Weinberg para el locus evaluado.

El genotipo homocigoto mutante estuvo presente solo en los mosquitos que no
fueron derribados a la 1h luego de ser expuestos a los respectivos valores de DKsq con
deltametrina en las sub-poblaciones Lara 2008-2010 y Urefia 2010 y en baja proporcion.

La deteccion temprana de los alelos de la mutacion 11e1,016 y otras mutaciones
asociadas a la resistencia al derribo es de suma importancia ya que aporta informacion
valiosa que debe ser considerada en los programas de control tanto de Ae. aegypti como

de otros vectores de interés en salud publica.
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